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11 Einleitung
1.1 Photosynthetische CO2-Assimilation
Voraussetzung allen Lebens auf der Erde ist die Versorgung mit Energie. Fast die gesamte auf der
Erde verfügbare Energie beruht letztendlich auf der Strahlungsenergie der Sonne. Die
Sonnenenergie wird von Pflanzen und einigen Bakterien mit Hilfe der Photosynthese in chemische
Energie überführt, die dann in Form organischer Verbindungen (z.B. Kohlenhydrate, Proteine und
Fette) von heterotrophen Organismen, wie Tiere und Menschen, aufgenommen werden kann. Die
Photosynthese in den Chloroplasten der Pflanzen gliedert sich in zwei Teilprozesse: Licht- und
Dunkelreaktion. In der Lichtreaktion wird die Strahlungsenergie der Sonne von zwei
Photosystemen, die in der Thylakoidmembran der Chloroplasten lokalisiert sind, zum Transport von
Elektronen genutzt, wobei H2O zu elementarem O2 oxidiert und NADP
+  zu NADPH reduziert wird.
Der mit dem Elektronentransport verbundene Aufbau eines Protonengradienten zwischen
Thylakoidlumen und Stroma wird zur ATP-Synthese genutzt (Photophosphorylierung).
Zusätzliches ATP wird durch den cyclischen Elektronentransport im Photosystem I bereitgestellt
(cyclische Photophosphorylierung).
In der Dunkelreaktion werden ATP und NADPH für den Kohlenstoffmetabolismus verwendet. Das
Schlüsselenzym für den Kohlenstoffmetabolismus ist die bifunktionale Ribulose-1,5-Bisphosphat-
Carboxylase/Oxygenase (RubisCO). Die Carboxylase-Aktivität leitet den gemeinhin als Calvin-
Cyclus bezeichneten reduktiven C3-Cyclus ein (Tolbert, 1997). In diesem Cyclus erfolgt die
eigentliche Assimilation von anorganischem Kohlenstoff durch Anlagerung von CO2 an Ribulose-
1,5-Bisphosphat (RuBP). Die gebildete C6-Verbindung zerfällt direkt in zwei Moleküle
3-Phosphoglycerat (3-PGA). Diese werden dann unter Verbrauch der Lichtreaktionsprodukte (ATP,
NADPH) zu energiehaltigen Kohlenhydraten (Triosephosphaten (TP)) reduziert, welche als
Ausgangssubstanz für zahlreiche, sich anschließende Biosyntheseprozesse dienen (z.B. Saccharose-
Stärke- und Aminosäuresynthese). Zur Aufrechterhaltung des C3-Cyclus, wird über mehrere
Zwischenstufen aus einem Teil der erzeugten Triosephosphate wieder der CO2-Akzeptor RuBP
regeneriert (Voet und Voet, 1992).
Die Oxygenase-Reaktion der RubisCO ist der erste Schritt des oxidativen C2-Cyclus, der auch als
Photorespiration bezeichnet wird (Tolbert, 1997). Hierbei wird von der RubisCO Sauerstoff (O2)
statt CO2 an das Akzeptormolekül RuBP angelagert. Das Produkt zerfällt in ein Molekül 3-PGA
und ein Molekül 2-Phosphoglycolat (P-Glycolat). Ebenso wie der C3-Cyclus ist der C2-Cyclus
lichtabhängig, da auch hier für die Regeneration des Akzeptors RuBP das im Licht gebildete ATP
und NADPH benötigt wird. Das Recycling des toxischen P-Glycolats erfolgt unter Beteiligung von
Mitochondrien und Peroxisomen. P-Glycolat wird zunächst im Chloroplasten zu Glycolat
dephosphoryliert und dann in den Peroxisomen zu Glyoxylat oxidiert und weiter zu Glycin
aminiert. Im Mitochondrium werden zwei Glycinmoleküle zu einem Serin umgesetzt, wobei NH3,
CO2 und NADH entstehen. Nach Rücktransport in die Peroxisomen, wird Serin zu Hydroxypyruvat
desaminiert. Hydroxypyruvat wird zu Glycerat reduziert, welches im Chloroplasten zu 3-PGA
phosphoryliert und so dem reduktiven C3-Cyclus wieder zugeführt wird. Für jedes fixierte O2 wird
bei dem Recycling des P-Glycolats ein CO2 freigesetzt. Unter normalen Bedingungen (0,033 %
CO2 und 21 % O2) ist das Verhältnis von Carboxylase- zu Oxygenase-Reaktion ungefähr 3 zu 1, so
dass mindestens 30 % des fixierten CO2 wieder verloren werden (Furbank und Taylor, 1995; Mohr
und Schopfer, 1992). Zudem verbraucht der oxidative C2-Cyclus ungefähr die Hälfte der
2photosynthetisch erzeugten Energie (Tolbert, 1997). Die Effizienz der Photosynthese wird somit
stark von dem Verhältnis von Carboxylierungs- zu Oxygenierungsreaktion bestimmt. Da CO2 und
O2 um RuBP konkurrieren, hängt die Frage, ob Carboxylierung oder Oxygenierung stattfindet, von
den Partialdrücken der beiden Gase an der RubisCO ab. In der Pflanze wird das Verhältnis der
beiden Gase zueinander vor allem von den klimatischen Gegebenheiten beeinflusst. Eine
Begünstigung der Oxygenierungsreaktion durch höhere O2- und niedrigere CO2-Konzentrationen
tritt besonders an Standorten auf, die trocken, heiß und strahlungsreich sind. Zur Vermeidung von
übermäßigen transpirationsbedingten Wasserverlusten sind die Pflanzen unter diesen Bedingungen
gezwungen, ihre Stomata zu schließen, wodurch die RubisCO von dem CO2-Nachschub aus der
Atmosphäre abgeschnitten wird. Die hohen Strahlungsintensitäten bewirken in doppelter Hinsicht
eine Erhöhung des O2-Partialdruckes: Durch eine verstärkte Lichtreaktion der Photosynthese wird
mehr Wasser gespalten und damit mehr O2 freigesetzt; Zudem steigt die Temperatur, wodurch die
Löslichkeit von CO2 stärker abnimmt als die von O2.
Über die physiologische Bedeutung der scheinbar unsinnigen Oxygenase-Aktivität der RubisCO
existieren verschiedene Theorien. So wird vermutet, dass die Oxygenase-Aktivität lediglich ein
evolutionäres Relikt der RubisCO darstellt, das aus einer Zeit stammt, in der die
Sauerstoffkonzentration in der Erdatmosphäre im Vergleich zur CO2-Konzentration sehr gering
war, so dass kein Evolutionsdruck zur Verringerung der Oxygenase-Reaktion vorlag (Mohr und
Schopfer, 1992). Eine mögliche sinnvolle Funktion der Oxygenase-Aktivität könnte in einem
Schutz der Photosysteme vor Photooxidation liegen (Kozaki und Takeba, 1996). Wenn im C3-
Cyclus bei starker Bestrahlung aufgrund von CO2-Mangel nicht genügend NADPH umgesetzt wird,
fehlt der Elektronenakzeptor NADP+, so dass stattdessen Elektronen auf O2 übertragen werden
(Mehler-Reaktion), wodurch Radikale entstehen, die den Photosynthese-Apparat schädigen (Bowler
et al., 1992). Die Oxygenase-Reaktion hätte somit einen doppelten Schutzeffekt: Zum Einen würde
O2 für die Radikalbildung entzogen, zum Anderen bliebe die Bereitstellung des NADP
+ infolge des
weiteren Umsatzes der Oxygenase-Produkte gewährleistet. Eine weitere physiologische Funktion
scheint in einem Beitrag zur Aminosäuresynthese (Glycin und Serin) zu liegen (Hess, 1991; Mohr
und Schopfer, 1992).
Im Laufe der Evolution haben einige Pflanzenarten Strategien zur Verminderung der Oxygenase-
Aktivität der RubisCO entwickelt (Cushman und Bohnert, 1999; Hatch, 1987). Solche Pflanzen
finden sich vor allem an trockenen, sonnenreichen Standorten, an denen eine hohe
Wassernutzungseffizienz besonders wichtig ist. Die grundlegende Vorgehensweise basiert auf einer
Begünstigung der Carboxylase-Reaktion durch Erhöhung des CO2-Partialdruckes in der Umgebung
der RubisCO. Erreicht wird dies durch einen zusätzlichen CO2-Fixierungsschritt und einem CO2-
Pumpmechanismus, der dem C3-Cyclus vorgeschaltet sind (Hatch, 1987; Leegood, 1997; Sheen,
1999). Da bei diesem ersten CO2-Fixierungsschritt C4-Verbindungen entstehen, werden Pflanzen,
deren CO2-Assimilation nach diesem Muster abläuft, analog zu den C3-Pflanzen, bei denen als
erstes eine C3-Verbindung (3-PGA) entsteht, als C4-Pflanzen bezeichnet. Ein weiteres wichtiges
Merkmal von C4-Pflanzen ist eine charakteristische Blattanatomie, die es ermöglicht, die
Vorfixierung mittels C4-Cyclus räumlich von dem C3-Cyclus zu trennen. Im Vergleich zu C3-
Pflanzen, deren Assimilationsgewebe aus zwei horizontalen Schichten (Schwamm- und
Palisadenparenchym) aufgebaut ist, findet man hier die so genannte "Kranz"-Anatomie:
Konzentrisch um die zahlreichen Leitbündel angeordnete, chloroplastenreiche
Bündelscheidenzellen (BSZ), die von einem weiteren Kranz Mesophyllzellen (MZ) umgeben sind
(Hatch, 1987; Nelson und Langdale, 1992). Bei allen C4-Pflanzen erfolgt der erste Schritt der CO2-
3Fixierung durch das Enzym Phosphoenolpyruvat-Carboxylase (PEPC). Die PEPC ist im
Cytoplasma der MZ lokalisiert und katalysiert die Bildung von Oxalacetat (OAA) aus CO2 (in Form
von HCO3
-) und Phosphoenolpyruvat (PEP). Da als Substrat HCO3
- genutzt wird, hat der O2-
Partialdruck keinen Einfluss auf die Fixierungs-Effizienz der PEPC. Das OAA wird dann entweder
zu Aspartat aminiert oder zu Malat reduziert. Die gebildeten C4-Verbindungen werden in die BSZ
transportiert, wo sie durch unterschiedliche Enzyme decarboxyliert werden, so dass das freigesetzte
CO2 von der hier lokalisierten RubisCO übernommen und im C3-Cyclus assimiliert werden kann. In
Abhängigkeit von dem beteiligten Decarboxylierungs-Enzym werden die C4-Pflanzen in drei
Gruppen unterteilt: NADP-Malatenzym-Typ, NAD-Malatenzym-Typ und PEP-Carboxykinase-Typ
(Hatch, 1987). Bei dem weit verbreiteten NADP-Malatenzym-Typ erfolgt die CO2-Freisetzung
direkt im Chloroplasten während bei dem NAD-Malatenzym-Typ das CO2 im Mitochondrium
abgespalten wird, nachdem Aspartat zu OAA desaminiert und dieses zu Malat reduziert wurde. Im
PEP-Carboxykinase-Typ, bei dem sowohl Aspartat als auch Malat als Transportverbindungen
dienen, wird Aspartat im BSZ-Cytoplasma, nach Umwandlung in OAA, durch die PEP-
Carboxykinase, und Malat im Mitochondrium durch NAD-Malatenzym decarboxyliert. Um zu
verhindern, dass das freigesetzte CO2 – dem Konzentrationsgefälle folgend - wieder aus den
Bündelscheidenzellen herausdiffundiert, sind diese Zellen von Suberinschichten umgeben, deren
Effektivität jedoch innerhalb der C4-Pflanzen stark variiert (Hatch et al., 1995). Um den C4-Cyclus
zu schließen, muss der CO2–Akzeptor PEP regeneriert werden. Das bei Decarboxylierung durch die
Malatenzyme entstehende Pyruvat gelangt zurück in die MZ-Chloroplasten, wo es durch die
Pyruvat-Orthophosphat-Dikinase (PPDK) zu PEP phosphoryliert wird (Hatch, 1987). Bei dem
NAD-Malatenzym-Typ erfolgt die Translokation des Pyruvats in Form von Alanin. Bei
Decarboxylierung mittels PEP-Carboxykinase entsteht in den BSZ direkt PEP, das nach Transport
in das MZ-Cytoplasma wieder der PEPC zur Verfügung steht.
Durch diesen CO2-Pumpmechanismus wird in den Bündelscheidenzellen der C4-Pflanzen, selbst bei
nur schwach geöffneten Stomata, ein so hoher CO2-Spiegel aufgebaut, dass die
Carboxylierungsreaktion der RubisCO extrem begünstigt wird (CO2-Konzentration zehnmal höher
als in der Atmosphäre (Furbank und Taylor, 1995)). Das Auftreten der Oxygenierungsreaktion der
RubisCO ist jedoch auch bei C4-Pflanzen nicht völlig eliminiert, sondern nur reduziert (Dai et al.,
1993; Gonzalez Moro et al., 1997; Leegood, 1997; Maroco et al., 1998). Apparent können jedoch
fast keine CO2-Verluste gemessen werden, da freigesetztes CO2 durch die hohen PEPC-Aktivitäten
effektiv refixiert werden kann bevor es an die Umgebungsluft verloren geht. Aus der starken CO2-
Anreicherung an den Orten der Photosynthese resultiert auch, dass die Photosynthese selbst bei
hohen Lichtflüssen noch nicht gesättigt ist, wodurch C4-Pflanzen besonders bei hoher
Sonnenstrahlung wesentlich produktiver sind als C3-Pflanzen (Furbank und Taylor, 1995; Kluge,
1999). Auch die Stickstoffnutzung ist bei den C4-Pflanzen effektiver (Ku et al., 1996). Der erhöhte
Energieaufwand für den zusätzlichen C4-Cyclus wirkt sich nicht gravierend aus, da im Gegenzug
weniger Energie im oxidativen C2-Cyclus verbraucht wird (Kluge, 1999). Bei niedrigen
Temperaturen weisen allerdings C3-Pflanzen eine höhere Nettophotosyntheserate auf als C4-
Pflanzen (Beale und Long, 1995), wodurch sie sich in den humiden, gemäßigten Breiten besser
durchsetzen konnten (Mateu, 1993). An diesen zudem strahlungsschwächeren Standorten schlägt
die Oxygenierungsreaktion weniger stark zu Buche, so dass hier die energetisch günstigere CO2-
Assimilation des C3-Cyclus das Wachstum begünstigt. In der Familie der Chenopodiaceae gibt es
Hinweise darauf, dass einige Arten zur Besiedelung kälterer Standorte vom C4-Typ zum C3-Typ
revertiert sind (P'yankov et al., 1997).
4Auch das Phänomen, dass einzelne Pflanzen je nach Entwicklungsstadium oder
Umweltbedingungen von C3- auf C4-Photosynthese umschalten können, ist beschrieben worden. So
fixiert die amphibische Pflanze Eleocharis vivipara als submerse Form CO2 nach dem C3- und als
terrestrische Form nach dem C4-Modus (Ueno et al., 1988). Eine Art Urform der C4-Photosynthese
scheint bei Hydrilla verticillata, einer monokotylen submers lebenden Pflanze, vorzuliegen
(Magnin et al., 1997; Reiskind et al., 1997). Unter Bedingungen, die die Oxygenierungsreaktion der
RubisCO fördern, werden in dieser Pflanze die Enzyme PEPC, NADP-ME und PPDK, die für den
C4-Cyclus benötigt werden, verstärkt exprimiert. Die CO2-Fixierung durch C4- und C3-Cyclus
erfolgt dabei zeitgleich innerhalb einer Zelle, wobei die PEPC im Cytoplasma und die RubisCO im
Chloroplasten aktiv ist. Die Reduktion der Photorespiration, die sich in einem erniedrigten CO2-
Kompensationspunkt ausdrückt, scheint bei Hydrilla somit durch einen intrazellulären CO2-
Pumpmechanismus vom Cytoplasma in den Chloroplasten verwirklicht zu sein.
Eine andere Strategie zur Verbesserung der CO2-Nutzung verfolgen die CAM (Crassulacaen Acid
Metabolism)-Pflanzen. Im Unterschied zu C4-Pflanzen sind Carboxylierung und Decarboxylierung
nicht räumlich sondern zeitlich getrennt. CAM-Pflanzen fixieren CO2 nachts und setzen es tagsüber,
wenn der lichtabhängige C3-Cyclus stattfindet, wieder frei (Cushman und Bohnert, 1999). Der erste
Schritt der Kohlenstoffassimilation erfolgt, wie bei C4-Pflanzen, über die PEPC, wobei der CO2-
Akzeptor PEP durch Abbau gespeicherter Stärke erhalten wird. Das Oxalacetat wird mittels
Malatdehydrogenase (MDH) zu Malat reduziert und in den Vakuolen gespeichert. Die Freisetzung
des CO2 erfolgt dann tagsüber im Cytoplasma durch NADP-Malatenzym oder PEP-Carboxykinase.
Auch CAM-Pflanzen treten vor allem an Standorten auf, an denen häufig Wassermangel herrscht.
Die inverse Stomataregulierung (während den kühlen Nächten geöffnet und an den heißen Tagen
geschlossen) ermöglicht den CAM-Pflanzen eine CO2-Aufnahme fast ohne Transpirationsverluste.
Zusätzlich wird durch die nächtliche Speicherung von osmotisch wirksamem Malat das
Wasserpotential der Zellen stark erniedrigt, wodurch die Wasseraufnahme erleichtert wird. Die
überwiegende Anzahl der Vertreter dieses Typs zeigen aufgrund der großen Speichervakuolen
einen sukkulenten Wuchs mit fleischigen Blättern. Viele CAM-Pflanzen betreiben den CAM
fakultativ, d.h., dass bevorzugt die CO2-Fixierung über den normalen C3-Cyclus erfolgt (im Licht
mittels RubisCO) und nur unter bestimmten, extremen Bedingungen CAM (nachts mittels PEPC)
eingesetzt wird. So ist z.B. Mesembryanthemum crystallinum bei einem durch Trockenheit oder
hohen Salzgehalt hervorgerufenem, niedrigem Wasserpotential im Boden in der Lage von C3- auf
CAM-Photosynthese umzuschalten (Li und Chollet, 1994). Es wird vermutet, dass der CAM vor
allem eine Überlebensstrategie bei extremen Bedingungen darstellt. Im Vergleich mit den anderen
beiden Photosynthese-Typen besitzen die CAM-Pflanzen die geringste Produktivität: So beträgt die
Zunahme an Trockenmasse pro Tag und m2 bei CAM-Pflanzen 1,5-1,8 g , bei C3-Pflanzen 50-200 g
und bei C4-Pflanzen 400-500 g (Kluge, 1999).
Von sämtlichen an der C4- und CAM-Photosynthese beteiligten Enzyme existieren Isoformen in C3-
Pflanzen (Drincovich et al., 1998; Ku et al., 1996; Sheen, 1999). Die C3-Formen erfüllen jedoch
meist andere Aufgaben im Stoffwechsel und unterscheiden sich von den C4- und CAM-Formen
sowohl in Expressionshöhe als auch Expressionsregulation. Auch hinsichtlich der kinetischen
Eigenschaften bestehen Unterschiede zwischen den verschiedenen Isoformen (Ku et al., 1996;
Lepiniec et al., 1994). Der Umstand, dass bei der Ausbildung von C4- und CAM-Photosynthese auf
bereits vorhandene Gene zurückgegriffen werden konnte, hat sicherlich dazu beigetragen, dass sich
diese Mechanismen parallel in zahlreichen unabhängigen Pflanzenfamilien entwickeln konnten
(Sheen, 1999). Die Evolution von C4- und CAM-Pflanzen ist heute keineswegs abgeschlossen. Dies
5wird auch durch die Existenz von Pflanzen gestützt, die verschiedene Zwischenformen von C3- und
C4-Photosynthese aufweisen. C3-C4-Intermediate konnten vor allem in der dikotylen Gattung
Flaveria (Asteraceae) identifiziert werden (Chastain und Chollet, 1989; Ku et al., 1991;
Rawsthrone, 1992; Rumpho et al., 1984). Je nach Art finden sich mehr oder weniger ausgeprägte
biochemische bzw. morphologische C4-Charakterzüge, die im Vergleich zu reinen C3-Pflanzen
teilweise auch geringere photorespiratorische CO2-Verluste durch den C2-Cyclus bewirken (Ku et
al., 1991).
1.2 Gentechnologische Ansätze zur Reduktion der Photorespiration bei C3-Pflanzen
Die effiziente CO2-Assimilation bei C4- und CAM-Pflanzen führte zu der Hypothese, dass auch bei
C3-Pflanzen durch Reduzierung der Oxygenase-Reaktion der RubisCO eine Erhöhung der
Produktivität möglich sein könnte. Versuche die RubisCO durch chemische oder gentechnologische
Ansätze zu optimieren, blieben erfolglos (Ogren, 1984). Da beide Substrate, O2 und CO2, im selben
aktiven Zentrum gebunden werden, wurde bei den Manipulationen zur Reduktion der Oxygenase-
Aktivität auch die Carboxylase-Aktivität beeinträchtigt (Hixon et al., 1996). Auch die Hemmung
von Enzymen des C2-Cyclus führte zu keiner Verbesserung des Wachstums, da offenbar durch den
Rückstau der Produkte der Oxygenase-Reaktion der Calvin-Cyclus gehemmt wurde (Gonzalez
Moro et al., 1997).
Der am Institut für Biologie I der RWTH Aachen verfolgte Ansatz orientiert sich an in der Natur
verwirklichten Strategien. So sind beispielsweise einige C3-C4-intermediäre Pflanzen beschrieben
worden, bei denen schon geringe C4-Eigenschaften zu einer Verminderung der Photorespiration
führten (Chastain und Chollet, 1988; Chastain und Chollet, 1989; Ku et al., 1991; Nelson und
Langdale, 1992; Rawsthrone, 1992; Rumpho et al., 1984). Das hypothetische Modell zur Reduktion
der Photorespiration sieht vor, ähnlich wie in der fakultativen C4-Pflanze Hydrilla verticillata
(Reiskind et al., 1997), durch Überexpression von entsprechenden Genen einen Cyclus in C3-
Pflanzen zu etablieren, der eine Erhöhung des CO2-Partialdruckes in den Chloroplasten, und somit
eine Verringerung der Photorespiration ermöglicht (Abb. 1): Im Cytoplasma soll CO2 in Form von
HCO3
- durch eine zusätzliche transgene PEPC effektiv fixiert werden. Das Carboxylierungsprodukt
Oxalacetat könnte dann über einen in C3-Pflanzen vorhandenen Translokator in den Chloroplasten
gelangen, wo es wieder decarboxyliert würde. Für den Decarboxylierungsschritt böten sich zwei
Möglichkeiten: Entweder eine direkte Decarboxylierung des OAA durch eine PEP-Carboxykinase
oder, alternativ, nach Umsatz zu Malat durch ein NADP-Malatenzym. Die notwendige
Regeneration des PEP aus Pyruvat bei dem Weg über das Malatenzym (ME) könnte durch
Expression einer Pyruvat-Orthophosphat-Dikinase (PPDK) oder einer PEP-Synthetase (PEPS) in
den C3-Chloroplasten bewerkstelligt werden. Durch Überexpression eines zusätzlichen spezifischen
PEP-Translokators würde der Akzeptor PEP effektiv zurück ins Cytoplasma transloziert werden
(Flügge, 1998).
6Abb. 1: Schema zur Erhöhung des CO2-Partialdruckes in Chloroplasten von C3-Pflanzen.
1: PEPC, 2: Oxalacetat-Translokator , 3:  PCK, 4: MDH, 5: NADP-ME, 6: PPDK bzw.
PEPS, 7: PEP-Translokator
Am Institut für Biologie I der RWTH Aachen wurden bereits mehrere transgene Pflanzenlinien
(Solanum tuberosum bzw. Nicotiana tabacum) regeneriert, die einzelne der benötigten Enzyme
stabil exprimieren: PEPCs aus Flaveria trinervia (Becker, 1990; Merkelbach, 1994), Escherichia
coli und Corynebacterium glutamicum (Gehlen et al., 1996); PEPS aus Escherichia coli (Panstruga
et al., 1997); NADP-ME aus Flaveria pringlei; PCK aus Sinorhizobium meliloti (Lipka, 1999).
Erste mehrfach transgene Pflanzenlinien konnten durch wiederholte Transformation mit einem
zweiten Gen (NADP-ME in PEPC-überexprimierende Solanum tuberosum (Lipka et al., 1999)) und
durch Kreuzen von unterschiedlichen Tabaklinien (Li, pers. Mitteilung) erhalten werden.
1.3 Funktionen und Eigenschaften verschiedener PEPC-Isoformen
Phosphoenolpyruvat-Carboxylase (PEPC) ist bei Pflanzen ubiquitär verbreitet, konnte aber auch in
einigen Algen und Mikroorganismen gefunden werden. PEPC katalysiert die irreversible
β-Carboxylierung von Phosphoenolpyruvat zu Oxalacetat (O'Leary, 1982), wobei nicht CO2,
sondern HCO3
- als Cosubstrat dient.
    Mg2+
PEP +    HCO3
-
→      OAA  +    Pi
Das Enzym ist im Cytoplasma lokalisiert und liegt in aktiver Form als Homotetramer vor, wobei die
Molekulargewichte der Monomere bei allen bisher untersuchten PEPCs in der Größenordnung von
110 kDa (ca. 960-970 AS) liegen (Chollet et al., 1996; Lepiniec et al., 1994; O'Leary, 1982). In
Pflanzen werden der PEPC zahlreiche Funktionen zugeschrieben (Latzko und Kelly, 1983). Wie in
Bakterien erfüllt die PEPC eine wichtige anaplerotische Funktion zur Aufrechterhaltung des Citrat-
Cyclus. Da diesem zentralen Stoffwechselweg laufend Intermediate (z.B. α-Ketoglutarat und Citrat)
für zahlreiche Biosynthesewege (wie z.B. Aminosäuresynthese) entnommen werden, muss zur
Gewährleistung seiner Funktionsfähigkeit über die PEPC neues Oxalacetat (OAA) als Akzeptor für
das aus der Glycolyse stammende Acetyl-CoA nachgeliefert werden (Ashworth und Kronberg,
1965; Eikmanns et al., 1989; Melzer und O'Leary, 1987). Zudem kann die PEPC auch selbst als
glycolytisches Enzym fungieren (Plaxton, 1996). Der Schritt vom PEP zum Pyruvat, der
7üblicherweise von der Pyruvatkinase katalysiert wird, kann auch über einen Umweg über PEPC,
Malatdehydrogenase und mitochondriales NAD-Malatenzym erfolgen. Dieser Weg scheint
bevorzugt bei Phosphatmangel beschritten zu werden (Plaxton, 1996).
Bei der mit der Aminosäuresynthese verbundenen Nitratassimilation erfüllt die PEPC neben der
anaplerotischen eine weitere wichtige Funktion: Zu Malat reduziertes OAA ersetzt das assimilierte
Nitrat, um eine Alkalisierung des Cytoplasmas zu verhindern (Duff und Chollet, 1995; Huppe und
Turpin, 1994; Manh et al., 1993; Scheible et al., 1997; Stitt, 1999). Zudem kann OAA mittels
Glutamat-Oxalacetat-Transaminase auch direkt für die Aspartatsynthese genutzt werden (Gleixner
et al., 1998; Melzer und O'Leary, 1987). Vermutet wird auch, dass die PEPC, im Zusammenspiel
mit dem Malatenzym (ME), an der Feinregulation des cytosolischen pH-Wertes beteiligt ist
(Davies, 1986). Da das Optimum beider Enzyme bei unterschiedlichen pH-Werten liegt (PEPC: pH
8 und Malatenzym pH 6), können Schwankungen im pH-Wert durch Malatsynthese (Ansäuerung
durch PEPC) oder Malatabbau (Alkalisierung durch ME) ausgeglichen werden.
Neben diesen Basisaufgaben im Grundstoffwechsel der Pflanzen besitzt die PEPC zusätzlich
verschiedene gewebespezifische Funktionen. So spielt die PEPC in den Schließzellen eine Rolle bei
der Regulation der Stomata (Du et al., 1997; Parvathi und Raghavendra, 1997; Schnabl et al.,
1992). Über geöffnete Stomata nimmt die Pflanze das für die Photosynthese benötigte CO2 auf,
verliert aber im Gegenzug infolge erhöhter Transpiration erhebliche Mengen an ebenso wichtigem
Wasser. Durch Regulation der Stomataweite kann die Pflanze in Abhängigkeit von den
herrschenden klimatischen Bedingungen den jeweils erforderlichen Kompromiss zwischen CO2-
und Wasserversorgung erreichen. Die Öffnung der Stomata erfolgt durch Erhöhung des Turgors in
den Schließzellen. Dies geschieht durch Aufnahme von K+-Ionen infolge aktiver H+-Abgabe. Der
mit dem Verlust an Protonen verbundene Anstieg des pH-Wertes wird durch Synthese von
organischen Säuren, hauptsächlich Malat, kompensiert. Das Malat wird von der PEPC im
Zusammenwirken mit Malatdehydrogenase gebildet, wobei das benötigte Substrat PEP aus dem
glycolytischen Abbau von Stärke in den Schließzellen stammt. Infolge der Akkumulation an
osmotisch wirksamen Substanzen kommt es zum Einstrom von Wasser, und damit zur Öffnung der
Stomata. In Wurzeln ist die PEPC an den Vorgängen der Ionenaufnahme beteiligt, in deren
Zusammenhang Protonen und organische Säuren ausgeschieden werden (Johnson et al., 1996;
Latzko und Kelly, 1983; Roberts et al., 1981). Auch bei der symbiontischen N2-Fixierung in den
Knöllchen von Leguminosen spielt die PEPC eine wichtige Rolle. Die von ihr gelieferten C4-
Säuren dienen zur Versorgung der N2-fixierenden Bakteroide, als Kohlenstoffgerüste für die
Assimilation von NH4
+ und zur Regulation des pH-Wertes (Schuller und Werner, 1993; Woo und
Xu, 1996; Zhang und Chollet, 1997). Eine herausragende Stellung nimmt die PEPC bei der CO2-
Assimilation von C4- und CAM-Pflanzen ein, wo sie das Schlüsselenzym bei der Vorfixierung von
CO2 darstellt (Chollet et al., 1996; Furbank und Taylor, 1995; Ku et al., 1996; Leegood, 1997;
O'Leary, 1982).
Die vielfältigen Aufgaben werden in Pflanzen durch spezifische PEPC-Isoformen wahrgenommen
(Chollet et al., 1996; Lepiniec et al., 1994) (Toh et al., 1994). Durch molekularbiologische und
proteinchemische Untersuchungen wurde gezeigt, dass in CAM-, C4- und C3-Pflanzen jeweils
kleine Multigenfamilien aus mehreren ppc-Gene existieren: Beispielsweise bei der fakultativen
CAM-Pflanze Mesembryanthemum crystallinum (Cushman et al., 1989), bei den monokotylen C4-
Pflanzen Sorghum vulgare und Zea mays (Lepiniec et al., 1993; Schäffner und Sheen, 1992), bei
den dikotylen C4- und C3-Typen von Flaveria (Hermans und Westhoff, 1992; Poetsch et al., 1991)
sowie bei den C3-Pflanzen Solanum tuberosum (Panstruga, 1996), Oryza sativa (Matsuoka und
8Hata, 1987), Glycine max (Schuller und Werner, 1993) und Vicia faba (Schulz et al., 1992). So
existieren in Mais und Hirse mindestens drei verschiedene Isoformen: C4-, C3- und
wurzelspezifisch. Bei Flaveria trinervia ist zudem auch die C4-Isoform, anders als bei Mais und
Hirse, nicht monogen, sondern wird von einer kleinen Genfamilie codiert (Poetsch et al., 1991).
Aufgrund phylogenetischer Analysen der ppc-Gene wird die C3PEPC mit anaplerotischer Funktion
als ursprünglich angesehen, aus der sich die anderen Formen (C4, CAM, knöllchenspezifisch usw.)
entwickelt haben. Die erstellten Stammbäume zeigen auch, dass die C4-Isoformen im Laufe der
Evolution unabhängig voneinander in mono- und dikotylen Pflanzen entstanden sind (Toh et al.,
1994); (Ku et al., 1996; Lepiniec et al., 1993).
Die Aminosäuresequenzen der unterschiedlichen PEPC-Isoformen besitzen untereinander einen
hohen Homologiegrad und weisen mehrere hochkonservierte Regionen auf (Lepiniec et al., 1993;
Toh et al., 1994). Mit Hilfe chemischer Modifikationen und ortsgerichteten Mutationen konnten in
diesen Regionen mehrere Aminosäuren identifiziert werden, die Einfluss auf die katalytische
Aktivität haben. So sind die Aminosäuren Histidin (H) und Arginin (R), in den konservierten
Motiven TAHPT, DIRQES und LRAIPW (in pflanzlichen PEPCs ca. bei AS 175, 450 bzw. 770)
essentiell für die Funktion der PEPC (Gao und Woo, 1996; Terada und Izui, 1991). Lysin (K),
Histidin (H) bzw. Arginin (R) in den beiden Motiven VMxGYSDSxKDxG und
FHGRGGxxGRGGxP, die das aktive Zentrum bilden (ca. AS 600 und 640), sind an der Bindung
von PEP und HCO3
- beteiligt (Dong et al., 1997; Gao und Woo, 1995; Jiao et al., 1990; Terada et
al., 1991; Yano und Izui, 1997; Yano et al., 1995). Das Lysin in dem Motiv MVFAKG (ca. AS
830) spielt bei der Bindung des PEP-Mg2+-Komplexes eine Rolle (Gao und Woo, 1996). Bei allen
bekannten pflanzlichen PEPCs findet sich am Aminoterminus das Phosphorylierungsmotiv
(E/DR/KxxSIDAQL/MR), das den bakteriellen PEPCs fehlt (Chollet et al., 1996; Lepiniec et al.,
1994). Ob bestimmte Aminosäuren für eine Isoform (C3 oder C4) charakteristisch sind, konnte
bisher jedoch nicht geklärt werden (Hermans und Westhoff, 1992; Lepiniec et al., 1994; Toh et al.,
1994).
Die verschiedenen pflanzlichen ppc-Gene unterscheiden sich stark in Expression und Regulation.
Die Expression der C3PEPCs erfolgt – wie auch in C4-Pflanzen - relativ gering in allen Geweben
und wird durch Licht und Nitrat induziert (Lepiniec et al., 1994; Manh et al., 1993; Scheible et al.,
1997). Kennzeichnend für C4PEPCs ist eine hohe lichtabhängige zellspezifische Expression in
Mesophyllzellen (Furbank und Taylor, 1995; Ku et al., 1996; Sheen, 1999). Die Transkription der
CAM-Gene kann neben der Induktion durch Dunkelheit, in Anpassung an die herrschenden
Bedingungen, auch durch Salz- und Trockenstress initiiert werden (Cushman und Bohnert, 1999).
Durch Promotorstudien mit Reportergenen konnte gezeigt werden, dass C4ppc-Promotoren auch in
C3-Pflanzen hohe lichtabhängige Expressionsraten mit mehr oder weniger ausgeprägter
Mesophyllspezifität vermitteln (Matsuoka et al., 1994; Schäffner und Sheen, 1992; Stockhaus et al.,
1994; Stockhaus et al., 1997).
Obwohl die enzymatischen Eigenschaften der pflanzlichen PEPC-Isoformen in der Vergangenheit
Gegenstand unzähliger Veröffentlichungen waren, erlauben die kinetischen Daten, bedingt durch
die unterschiedlichen Aufreinigungs- und Messmethoden, jedoch nur eine grobe Gegenüberstellung
von C3- und C4-Formen. Im Hinblick auf die Affinität zu dem Substrat PEP wiesen die PEPCs vom
C3-Typ in der Regel niedrigere Km-Werte (d.h. höherer Affinität) auf als die PEPCs vom CAM- und
C4-Typ (O'Leary, 1982; Svensson et al., 1997; Ting und Osmond, 1973). Grundsätzlich ist die in
vitro Aktivität aller PEPCs vom pH-Wert abhängig, wobei das Optimum um pH 8 liegt. Die
Enzymaktivität wird von zahlreichen Metaboliten allosterisch reguliert, wobei die Einflüsse der
9Effektoren bei suboptimalen, annähernd physiologischen Bedingungen (pH 7,3 und nicht
sättigenden PEP-Konzentrationen), wesentlich ausgeprägter sind (Duff et al., 1995; Li et al., 1996).
Im Allgemeinen sind organische Säuren (L-Malat, OAA, Aspartat und Glutamat) starke Inhibitoren,
wohingegen Zuckerphosphate (Glucose-6-P, Fructose-6-P und Triose-P) starke Aktivatoren
darstellen (Chollet et al., 1996; Lepiniec et al., 1994; Schuller und Werner, 1993; Woo und Xu,
1996). Die Wirkung der Effektoren ist teilweise antagonistisch, so dass beispielsweise eine
malatbedingte „Feedback“-Hemmung durch Zusatz von Glucose-6-P kompensiert werden kann
(Woo und Xu, 1996). In den meisten in vitro Untersuchungen wiesen die untersuchten C3PEPCs
eine größere Sensitivität gegenüber dem starken allosterischen Inhibitor L-Malat auf als die C4-
Formen (Duff et al., 1995; Gupta et al., 1994; McNaughton et al., 1989; Nimmo et al., 1984;
Pacquit et al., 1993; Svensson et al., 1997).
1.4 Modulation der PEPC-Aktivität in planta
Mittlerweile kann als gesichert gelten, dass die Regulation der PEPC-Aktivität in CAM- und C4-
Pflanzen nicht nur auf Transkriptions- und Metabolitebene sondern auch in hohem Maße
posttranslational auf Proteinebene erfolgt (Chollet et al., 1996; Sheen, 1999). Gut dokumentiert ist
die Aktivierung der PEPC durch eine reversible Phosphorylierung (Budde und Chollet, 1986; Jiao
und Chollet, 1991; Wang et al., 1992; Zhang et al., 1995). Zielort der Phosphorylierung ist der
Serin-Rest in dem N-terminal gelegenen Motiv E/DR/KxxSIDAQL/MR, das typisch für pflanzliche
PEPCs ist (Lepiniec et al., 1994). Bei suboptimalen PEP-Konzentrationen und niedrigen pH-
Werten bewirkt eine Phosphorylierung des Serins, dass die Sensitivität des Enzyms gegenüber
Malat vermindert wird (Ki(Malat)- bzw. I50(Malat)-Wert steigt). Zusätzlich kommt es auch zu einer
Erhöhung der Substrataffinität (Km(PEP)-Wert sinkt) (Chollet et al., 1996; Duff et al., 1995).
Während die Sensitivität der PEPC gegenüber Inhibitoren durch die Phosphorylierung reduziert
wird, steigt die Sensitivität gegenüber Aktivatoren (besonders gegenüber Glucose-6-P) an (Duff et
al., 1995). Das phosphorylierende Enzym ist eine hoch spezifische Ca2+-unabhängige Serinkinase
(PEPC-Kinase), während die Dephosphorylierung offenbar eher unspezifisch von einer Typ-2A
Phosphatase katalysiert wird (Carter et al., 1995; Li und Chollet, 1994; Li et al., 1997; Zhang und
Chollet, 1997). Da die Phosphatase-Aktivitäten nahezu konstant sind, beruhen die Unterschiede im
Phosphorylierungsgrad der PEPC im Wesentlichen auf Veränderungen in der Kinase-Aktivität
(Chollet et al., 1996). Die PEPC-Kinase sowie deren mRNA weisen nur geringe Halbwertszeiten
auf, so dass im Unterschied zu der typischen Regulation von Kinasen durch „second messenger“,
Phosphorylierung oder Proteininteraktion, die Regulation der PEPC-Kinase hauptsächlich über die
Menge an translatierbarer mRNA erfolgt, d.h. durch verstärkte Transkription oder Stabilisierung der
mRNA (Hartwell et al., 1999; Hartwell et al., 1996). Diese Art der Regulation scheint sowohl bei
CAM- und C4-Pflanzen als auch bei C3-Pflanzen vorzuliegen (Hartwell et al., 1996).
Vor allem bei der CAM- und C4-Pflanzen scheint die Phosphorylierung der PEPC ein wichtiger,
wenn nicht sogar der entscheidende Mechanismus zur Aktivierung des Enzyms zu sein, um große
Mengen an CO2 in C4-Säuren fixieren zu können (Bakrim et al., 1993; Chollet et al., 1996). Bei
CAM-Pflanzen unterliegt die Phosphorylierung der endogenen circardianen Rhythmik, wobei in
Anpassung an die nächtliche CO2-Fixierung die PEPC nachts phosphoryliert und somit aktiviert
wird (Carter et al., 1995; Kluge et al., 1988; Nimmo et al., 1984). Im Fall von fakultativen CAM-
Arten wird die nächtliche Phosphorylierung beim Wechsel von C3- zu CAM-Photosynthese
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induziert (Li und Chollet, 1994). Bei C4-Pflanzen hingegen findet die Phosphorylierung der PEPC
überwiegend bei Belichtung statt (Duff et al., 1995; Giglioli-Guivarc'h et al., 1996; Jiao und
Chollet, 1988; Wang et al., 1992). Die Phosphorylierung tritt jedoch nicht nur im Zusammenhang
mit der CO2-Vorfixierung in C4- und CAM-Pflanzen auf, sondern scheint auch bei der Regulation
der nicht photosynthetischen C3-Isoformen eine Rolle zu spielen. Wie die C4- und CAM-PEPCs
wurden in vitro die C3PEPCs durch eine Phosphorylierung weniger sensitiv gegenüber Hemmung
durch Malat (Duff und Chollet, 1995; Pacquit et al., 1993; Wang und Chollet, 1993). Eine
Phosphorylierung der C3PEPCs konnte mittlerweile in diversen Arten und nachgewiesen werden: T.
aestivum Blätter und Keimlinge (Duff und Chollet, 1995; Manh et al., 1993; Osuna et al., 1996;
Van Quy et al., 1991)), V. faba Schließzellen (Du et al., 1997; Schnabl et al., 1992), N. tabacum
Blätter (Li et al., 1996; Wang und Chollet, 1993) und G. max Knöllchen (Schuller und Werner,
1993; Zhang und Chollet, 1997; Zhang et al., 1995). Die Phosphorylierung der PEPCs ist in C3-
Pflanzen offensichtlich wesentlich komplexer reguliert als in CAM- und C4-Pflanzen. In
Abhängigkeit von der physiologischen Funktion der Ziel-PEPC und Gewebetyp erfolgt eine
Phosphorylierung durch das Zusammenwirken unterschiedlicher Signale: In Blättern durch Licht
und Nitratversorgung, in Knöllchen durch Versorgung mit Photosyntheseprodukten und in
Schließzellen durch Induktion der Stomataöffnung (Du et al., 1997; Li et al., 1996; Zhang und
Chollet, 1997) (Krömer et al., 1996) (Manh et al., 1993). In C3-Pflanzen scheinen
Zwischenprodukte von Stickstoffassimilation und Photosynthese bei der Aktivierung der Kinase,
und damit der PEPC, eine wichtigere Rolle zu spielen als in CAM- und C4-Pflanzen (Duff und
Chollet, 1995; Duff et al., 1996; Giglioli-Guivarc'h et al., 1996; Morcuende et al., 1998).
Während die Relevanz einer PEPC-Phosphorylierung zur Gewährleistung hoher PEPC-Aktivitäten
für CAM- und C4-Pflanzen unbestritten ist, bestehen bei C3-Pflanzen unterschiedliche
Auffassungen über den Stellenwert einer Phosphorylierung. Wie oben angeführt, konnten zwar
Phosphorylierung bei einigen C3-Isoformen beobachtet werden, es ist jedoch offen, ob für die in
vivo-Aktivität der PEPC in C3-Pflanzen dem Metabolitstatus nicht eine größere Bedeutung
zukommt als der Phosphorylierung, zumal in C3-Pflanzen nur sehr niedrige PEPC-Kinase-
Aktivitäten anzutreffen sind (in Tabak 1/10 der Mais Kinase-Aktivität) (Li et al., 1996). So wurde
für die Modulation der PEPC in Schliesszellen von Vicia faba ein Zusammenspiel von
allosterischen Effektoren und Phosphorylierung angenommen (Du et al., 1997), wohingegen in vivo
Messungen in Erbsenblättern darauf hindeuteten, dass die Regulation der PEPC-Aktivitäten hier
eher durch verschiedene Effektoren erfolgt als durch die Phosphorylierung (Leport et al., 1996). Für
eine überwiegende Regulation der PEPC-Aktivität durch Metabolite sprechen auch die
Beobachtungen an Protoplasten aus Gersteblättern, in denen die Malatsensitivität der PEPC nicht
mit der PEPC-Kinase-Aktivität korrelierte (Smith et al., 1996).
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1.5 Zielsetzung
Hauptziel der vorliegenden Arbeit sollte die Regeneration von transgenen Solanum tuberosum-
Pflanzen mit besonders hohen PEPC-Aktivitäten sein, um dadurch die zur Etablierung eines
artifiziellen C4-Cyclus notwendigen hohen Syntheseraten von C4-Säuren, in erster Linie Malat, zu
erreichen. Als Alternative zu den bisher verwendeten Enzymen (bakterielle bzw. C4PEPC), sollte
untersucht werden, ob sich durch Überexpression einer pflanzlichen PEPC vom C3-Typ die Gehalte
an C4-Säuren deutlich steigern lassen. Hierzu sollten zwei neuartige Strategien verfolgt werden:
Zum einen ein quantitativer Ansatz, bei dem ein bei Luteoviren anzutreffenden Mechanismus zur
Amplifikation von RNA-Molekülen zur Expressionserhöhung ausgenutzt werden sollte. Durch die
posttranskriptionale Vermehrung der ppc-mRNA sollte hierbei, aufgrund der größeren
Translationswahrscheinlichkeit, die Enzymmenge und damit die spezifische PEPC-Aktivität erhöht
werden (detaillierte Darstellung des Mechanismus bei Lipka (1999)). Zum anderen ein qualitativer
Ansatz, bei dem durch Expression eines optimierten Enzyms auch mit relativ niedrigen
Expressionsraten eine ausreichende Bereitstellung von C4-Säuren ermöglicht werden sollte.
Da Malat ein starker Inhibitor der PEPC ist, bot sich als Ansatzpunkt zur Optimierung der PEPC
eine Reduzierung der Malatsensitivität an. Für die C4PEPC aus Sorghum, wurde bereits gezeigt,
dass durch Mutation des Serins in dem Phosphorylierungsmotiv zu Aspartat die Malatsensitivität in
vitro vermindert werden konnte (Duff et al., 1995; Wang et al., 1992). Analog dazu sollten
Mutanten der C3PEPC aus Solanum tuberosum und der C4PEPC aus Flaveria trinervia hergestellt
und zunächst im bakteriellen System analysiert werden. Durch Überexpression dieser
gewissermaßen dauerhaft „phosphorylierten“ PEPC-Mutanten in C3-Pflanzen bestünde die
Möglichkeit, auch bei fehlender Phosphorylierung - und damit Aktivierung - durch eine endogene
PEPC-Kinase, höhere Gehalte an Malat zu erreichen, als mit entsprechenden Wildtyp-Enzymen. Da
in C4-Pflanzen die Expression der PEPC gekoppelt an die Photosynthese im Licht erfolgt, sollten
die zusätzlichen ppc-Gene in C3-Pflanzen parallel zu einer konstitutiven Expression auch
lichtabhängig exprimiert werden. Im Hinblick auf das am Institut für Biologie I verfolgte Fernziel
der Etablierung eines vollständigen C4-Cyclus, sollte ferner auch ein weiteres hierfür notwendiges
Enzym, die PPDK aus Flaveria trinervia, kloniert und dessen Funktionalität in Bakterien und
Nicotiana tabacum überprüft werden.
Für einen artifiziellen C4-Cyclus müssten letztendlich mehrere neue Gene in C3-Pflanzen
eingebracht werden. Um mit einem Transformationsschritt möglichst viele „Nutzgene“ gleichzeitig
übertragen zu können, war es erstrebenswert, einen binärer Vektor zur Verfügung zu haben, in den
relativ einfach mehrere Transkriptionseinheiten integriert werden können. Ein weiterer
Schwerpunkt dieser Arbeit sollte daher die Konstruktion eines neuen binären Minimalvektors zur
Agrobakterien-vermittelten Transformation von Solanum tuberosum bzw. Nicotiana tabacum sein.
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2 Material
2.1 Chemikalien und Enzyme
Die verwendeten Chemikalien wurden in p. A.-Qualität von den Firmen MERCK, SERVA,
SIGMA, GIBCO BRL und ROCHE bezogen. Restriktionsenzyme, DNA-modifizierende und
andere Enzyme sowie Reaktionskits wurden, sofern nicht anders angegeben, von ROCHE, NEW
ENGLAND BIOLABS, FERMENTAS, SIGMA, AMERSHAM und QIAGEN geliefert.
Isotope stammten von HARTMANN ANALYTIC. Die Oligonukleotid-Synthesen wurden von
MWG BIOTECH durchgeführt.
2.2 Geräte und Verbrauchsmaterial
• Mikroskop: „Dialux 20“ (LEITZ) mit Fluoreszenz Auflicht Iluminator „3-λ PLOEMOPAK“
• Konfokales Lasermikroskop: TCS NT (LEICA)
• Thermocycler: „UNO-Thermoblock“ und „TRIO-Thermoblock“ (BIOMETRA)
• Photometer: „Uvikon 930“ (KONTRON) mit temperierbarem 12fach-Küvettenhalter
• Zentrifugen:„RC-5B“ und „RC-5C" mit GS-3 und SS-34-Rotoren(SORVALL)
„Varifuge RF“ mit Rotor 5315 für Falcon-Gefäße, „Laborfuge 200“ „Biofuge fresco“
(HERAEUS); „Z 200 M/H“(HERMLE)
• Agarose-Gelelektrophorese-Zubehör: Elektrophoresekammern, Gelträger und -kämme,
Netzgeräte usw. (Mechanischen Werkstätten der Biologischen Institute an der RWTH)
• Fotodokumentation: Kamera „429K“; Software „E.A.S.Y store Win 32“ (HEROLAB)
• Sequenzierautomaten: „A.L.F. DNA Sequencer“ (PHARMACIA); „4200L-2“ (LI-COR)
• Elektrophoresekammer: horizontale Elektrophorese-Einheit „Multiphor II“ (PHARMACIA);
vertikale Minigelapparatur „Mini Protean II Dual Slab Cell“ (BIO-RAD)
• Elektroblotapparatur: (Mini-Transblot, BIO-RAD)
• Elektropistill: Motorgetriebener Edelstahlpistill für 1,5 ml Eppendorfgefäße
• Ultraschallgerät: „Labsonic U“ (B. BRAUN, Melsungen)
• CO2-Analysator: „BINOS IR-VIS/UV“ (LEYBOLD)
• CO2-Begasungskammer: Plexiglaskammer (200 ml) mit Schieber (Eigenbau)
• Szintillationszähler: „LS 5000TD“ (BECKMAN)
• Phosphorimager: „BAS 2000 mit BAS–IIIs2040 Image plate“ (FUJI)
• Aminosäure-Analysator: „CC 5001“ (BIOTRONIK)
• Dünnschichtchromatografie-Platten: 0,1 mm Cellulose, 20x20 cm (MERCK)
• Nitrocellulosemembranen: "Hybond C" (AMERSHAM)
• Küvetten: Quarzglasküvetten (HELLMA), Einwegküvetten (SARSTEDT)
• Einweg-Reaktionsgefäße: 1,5 und 2 ml (EPPENDORF); 15 und 50 ml (FALCON)
• Säulen zur Entsalzung von Proteinextrakten: „PD-10“ (Sephadex G 25, PHARMACIA)
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2.3 Synthetische Oligonukleotide
Oligonukleotide zur Amplifizierung bzw. Modifizierung von DNA:
Name Sequenz (5´->3´) Orientierung Basen
15 GCA TGG CCT TTC TTT AGG (+) 18
17 GGC CAA GTT AAG CAT GTG (-) 18
27 GGA CAC ACT CAT CTT GA (+) 17
TR1 TGA GCC ATG GCT ACG AGG AAT (+) 21
S11D CCT CAG CTG AGC GTC GAT ATC TGC (-) 24
FtS11D GAG CCA TGG CTA ACC GGA AGT TGG AGA AAT TAG
CAG ATA TCG ATG C
(+) 46
Ft5 AGG CTG TGA GCC ATG GCT AAC CGG (+) 24
Ft3 AGG GGT CGA CTA ACC GGT GTT CTG (-) 24
his5 CCG GTC ATC ACC ATC ACC ATC ATT AGT CGA CGT
TAA CTG CA
(+) 41
his3 GTT AAC GTC GAC TAA TGA TGG TGA TGG TGA TGA (-) 33
rbcs55 TAA GGC CTT ATG TCT ATA AAA TGC (+) 24
rbcs53 TTA CCC GGG ACA TGT TTG CTG AAA TAA TTG G (-) 31
rbcs35 AAG CCG GGT CGA CCT AAA TGT GTA TAT GT (+) 29
rbcs33 ATA GGC CTA GTA ATG AAT CTT CTC (-) 24
sar3 AGA AGG CGC GCC CAA TAG TAG TCC (-) 24
sar5.1 ATA TCT AGA AAT ATT TGC GAC TCT (+) 24
pS-5' GAC CCT TCC TCT ATA TAA GG (+) 20
pS-3' CAC ACA TTA TTC TGG AGA AA (-) 20
pVL5 TAA AGA TTT CAG CAC ACG (+) 18
PVL3 TGC ACG AAA TTC AAC GGC (-) 18
3C-UT ACC AAT TAT TTC AGC AAA CAT G (+) 22
Ftag TGA TCT GTA GCA TAG CTC CA (-) 20
BLUE5' AAT TCG GCG CGC CCG  GGC (+) 18
BLUE3' GGC CGC CCG GGC GCG CCG (-) 18
ppdk1 TGC CAA ACA CCA TGC TTT GA (-) 20
tpt3' GCC TAA GCA AAC TAT CTG CT (+) 20
me3' CCG CAA CTA CCG TTA AAC TT (+) 20
Oligonukleotide zur Sequenzierung von DNA:
Name Sequenz Orientierung Basen 5´-Label
pS5' GAC CCT TCC TCT ATA TAA GG (+) 20 CY5
pS3' CAC ACA TTA TTC TGG AGA AA (-) 20 CY5
PSS-5 ATC CTT CGC AAG ACC CTT CCT CT (+) 23 p700
PSS-3 AGA GAG AGA TAG ATT TGT AGA GA (-) 23 p800
M13 universe TGT AAA ACG ACG GCC AGT (+) o. (-) 18 CY5
Universe GTT GTA AAA CGA CGG CCA GT (+) o. (-) 20 p700/p800
M13 reverse CAG GAA ACA GCT ATG ACC (+) o. (-) 18 CY5
Reverse ACA CAG GAA ACA GCT ATG AC (+) o. (-) 20 p700/p800
M13 reverse CS CAG CGG ATA ACA ATT TCA CAC AGG (+) o. (-) 24 CY5
rpUC 18 GGA ATT GTG AGC GGA TAA C (+) o. (-) 19 p800
T3 promoter AAT TAA CCC TCA CTA AAG GG (+) o. (-) 20 CY5
T7 promoter TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG (+) o. (-) 20 CY5
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2.4 Plasmide
• pUC 18 (GenBank: L08725)
Klonierungsvektor, 2686 bp, bla (Ampr), lacI, lacZ, ColE1 ori.
• pBluescriptII KS(-) (GenBank: X52329)
Klonierungsvektor, 2961 bp, bla (Ampr), lacI, lacZ, f1 ori, colE1 ori, T3/T7-Promotor.
• pTrc 99A (GenBank: U13872):
Prokaryotischer Expressionsvektor, 4176 bp, bla, lacIq, IPTG induzierbarer trc-Promotor mit
rrnB-Transkriptionsterminator
• pUC-ppcIIA (Eikmanns et al., 1989)
pUC8-Derivat, ca. 6000 bp, mit ppc-Gen (3300 bp) aus Corynebacterium glutamicum.
• pTrc-ppc (Gehlen, 1997)
pTrc 99A-Derivat, ca. 6800 bp, mit ppc-Gen aus E. coli (GenBank: X05903)
• pTrc-stppc (Rademacher, 1996):
pTrc 99A-Derivat, ca. 7300 bp, mit modifizierter cDNA (2. Codon Ala statt Thr) des ppc1-Gen
aus Solanum tuberosum (GenBank: X90982)
• pCK-GFP-S65C (Reichel et al., 1996)
pUC mit GFP-Gen (mGFP4, S65C-Mutante), Doppel-CaMV35S-Promotor (35SS),
5‘untranslatierte Region des „tobbaco etch virus“ (TL), pA35S
• pSS (Becker, 1990) :
Binärer Pflanzenvektor, 9530 bp, pPCV002-Derivat (Koncz und Schell, 1986) mit Kassette zur
konstitutiven Expression, bestehend aus CaMV-35S-Promotors mit duplizierter Enhancer-
Region (35SS) und Terminationssequenz des CaMV-35S-Gens (pA35S). Das β-Lactamase-Gen
(bla) vermittelt bei E. coli Ampr und bei A. tumefaciens Cbr. Pflanzenselektion auf Kmr (nptII).
• pSSPF (Becker, 1990) :
Binärer Pflanzenvektor, 12730 bp, mit cDNA des ppcA-Gens aus Flaveria trinervia (GenBank:
X61304) (Poetsch et al., 1991) unter Kontrolle der 35SS-Kassette.
• pBinHygTOp (GenBank: Z37515)
Binärer Pflanzenvektor, 12095 bp, pBIN19-Derivat mit drei Tet-Repressor-Operatorsequenzen
im CaMV 35S-Promotor (35S), Polyadenylierungs- und Terminationssequenz des
Octopinsynthase-Gens (pAocs), Kmr (Bakterien), Hygr (Pflanzen).
• pBL-ftpdk (Kreuzaler. Pers. Mitteilung)
pBluescriptII mit cDNA des pdk-Gens aus Flaveria trinervia (GenBank: X57141) (Rosche und
Westhoff, 1990)
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• pBL-tpt (Botanisches Institut II der Universität Köln)
pBluescriptII mit cDNA des tpt-Gens (BONGTPT) aus Brassica oleracea var. botrytis
(GenBank: U13632) (Fischer et al., 1997)
• pS-ME (Lipka, 1999)
Binärer Pflanzenvektor, 11295 bp, mit cDNA des me2-Gens aus Flaveria pringlei (GenBank:
X78069) unter Kontrolle der 35S-Kassette.
2.5 Bakterienstämme
Escherichia coli
• DH5α:
recA1, endA1, hsdR17 (rK
-, mK
+), ∆(lacZYA-argF)U169, supE44, Φ80dlacZ∆M15, thi-1,
gyrA96, relA1, deoR
Aufgrund seines veränderten Rekombinationssystems (recA1) und der fehlenden Endonuklease
(endA1) wurde dieser Stamm bevorzugt für Klonierungsarbeiten verwendet.
• JM109:
recA1, hsdR17 (rK
-, mK
+), ∆(lac-argAB), supE44, [F´, tra D36, proAB, lacIqZ∆M15], thi,
gyrA96, relA1
• JM110:
rpsL, thr, leu, thi, lacY, galK, galT, ara, tonA, tsx, dam, dcm, hsdR17 (rK
-, mK
+), ∆(lac-argAB),
supE44, [F´, tra D36, proAB, lacIqZ∆M15]
Bei diesem Stamm verhindern die Mutationen in dam und dcm die Methylierung von GmATC
bzw. CmCWGG. Plasmide, die mit methylierungssensitiven Restriktionsenzymen verdaut
werden sollten, wurde in diesem Stamm amplifiziert.
• PCR1:
F-, recA1, arg, leu, thr, thi, rpsL, ppc2 (Sabe et al., 1984)
Da dieser Bakterienstamm PEPC-defizient ist, wurde er bei PEPC-Komplementationsanalysen
und zur PEPC-Expression verwendet.
Agrobacterium tumefaciens
• C58C1 (pGV2260): Rifr, Cbr (Deblaere et al., 1985)
Das in diesem Stamm vorhandene Ti-Plasmid ist „entwaffnet“; d.h. T-DNA und
Bordersequenzen wurden entfernt. Da es weiterhin über die vollständige Maschinerie zur
Übertragung einer T-DNA verfügt, fungiert es als vir-Helferplasmid in einem binären
Vektorsystem. Dieser Stamm wurde verwendet, wenn der binäre Vektor eine bakterielle
Kanamycinresistenz enthielt.
• GV3101 (pMP90RK): Rifr , Gmr, Kmr (Koncz und Schell, 1986)
Da das Helferplasmid, pMP90RK, selbst eine Kanamycinresistenz (nptII) trägt, wurde dieser
Stamm für Carbenicillinresistenz (bla) tragende binäre Vektoren benutzt. Zudem sind auf dem
Helferplasmid die für die Funktion des RK2-Replikons benötigten trfA-Gene integriert.
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2.6 Pflanzenmaterial
• Solanum tuberosum cv. Désirée
Aus der Hybridisierung von Urgenta und Depesche entstandene tetraploide Sorte
• Solanum tuberosum 3LD9 bzw. 3LD15:
Transgene Linien der Sorte Desirée (Gehlen, 1997)). Nach Transformation mit pS5´UTcppc
zeigten diese Linien konstitutive Expression der PEPC von C. glutamicum.
• Lycopersicon esculentum cv. Sweet Million F1
• Flaveria species: F. trinervia (C4-Pflanze)
 F. pringlei (C3-Pflanze)
. F. angustifolia (C3- C4 Intermediat)
• Nicotiana tabacum cv. Petit Havana SR1
 
 
2.7 Antiseren
Primäre Antikörper:
• Anti C. glutamicum-PEPC-Serum (Gehlen, 1997)
Polyklonales Antiserum aus Kaninchen gegen die PEPC aus Corynebacterium glutamicum.
• Anti E. coli-PEPC-Serum (Gehlen, 1997)
Polyklonales Antiserum aus Kaninchen gegen die PEPC aus Escherichia coli.
• Anti-F. trinervia-PEPC-Serum (Merkelbach, 1994)
Polyklonale Antiserum aus Kaninchen gegen ein spezifisches Epitop von 17 Aminosäuren (AS
383-399) der C4PEPC aus Flaveria trinervia.
• Anti-S. tuberosum-PEPC-Serum (Panstruga, 1996)
Polyklonales Antiserum aus Kaninchen gegen die PEPC aus Solanum tuberosum.
• Penta-His Antikörper (QIAGEN)
Monoklonaler Antikörper aus Maus gegen 6xHis tag.
Sekundäre Antikörper:
• IgG SK- und LK-spezifische Ziege-anti-Kaninchen Antikörper [ZAKAP(α-IgG SK/LK)]
• IgG SK- und LK-spezifische Ziege-anti-Maus Antikörper [ZAMAP(α-IgG SK/LK)]
Zur Detektion waren die sekundären Antikörper mit alkalische Phosphatase (AP) konjugiert
Die Verdünnung erfolgte nach Herstellerangaben (DIANOVA).
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3 Methoden
3.1 Molekularbiologische Methoden
Die verwendeten molekularbiologischen Techniken basieren im Wesentlichen auf (Sambrook et al.,
1989). Der Einsatz von DNA-modifizierenden Enzymen und Restriktionsenzymen erfolgte nach
Herstellerangaben (fermentas.com; NEB.com).
3.1.1 Isolierung von Plasmid-DNA aus Bakterien
Plasmid-Minipräparation:
Plasmid-Minipräparationen dienten zur zeitsparenden und preiswerten Gewinnung von Plasmid-
DNA. Plasmide aus endA1 E. coli-Stämmen wurden für Restriktionsanalysen mittels der "boiling
prep"-Methode isoliert. Zur Plasmidpräparation aus Endonuklease-positiven Stämmen (z.B. JM109)
wurden kommerzielle Kits der Firmen BIO-RAD und QIAGEN verwendet (BIO-RAD Quantum
Prep bzw. QIAprep Spin Miniprep). Diese Kits dienten zudem zur routinemässigen Isolierung von
Plasmid-DNA (bis zu 20 µg) für Klonierungen und Sequenzierungen. Sie eigneten sich auch für
Plasmidpräparationen aus Agrobacterium tumefaciens.
"boiling prep"-Methode (Holmes und Quigley, 1981):
• 1,5 ml einer Bakterienkultur in einem Eppendorfgefäß pelletieren (1 min, 13000 rpm)
• Pellet in 110 µl STETL-Puffer resuspendieren
• 30 sec in einem kochenden Wasserbad inkubieren
• 10 min zentrifugieren
• Das resultierende Pellet mit einem sterilen Zahnstocher entfernen
• 110 µl Isopropanol zur Fällung der DNA zugeben
• 15 min zentrifugieren
• Überstand scharf absaugen und das Nukleinsäurepellet 5-10 min bei 37°C trocknen
• Plasmid-DNA in 30 µl H2O mit RNAse (0,5 mg/ml) lösen
STETL-Puffer: Saccharose         8 %
Triton X-100         5 %
EDTA     50 mM
Tris/HCl (pH 8,0)     50 mM
Lysozym 0,5 mg/ml (frisch zugesetzt)
Plasmid-Maxipräparation:
Nur für Applikationen, die große Mengen hochreiner Plasmid-DNA erforderten, wurden
Maxipräparation durchgeführt. Hierzu wurde das QIAGEN Plasmid Maxi Kit verwendet.
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3.1.2 Isolierung von genomischer DNA
Genomische Pflanzen-DNA wurde mittels Salzextraktion präpariert (Aljanabi und Martinez, 1997).
• 50-100 mg junges Blattmaterial in 400 µl Aufschlusspuffer 15 sek mit motorgetriebenem
Edelstahlpistill homogenisieren
• 40 µl SDS (20%) und 5 µl QIAGEN-Protease (20mg/ml) zugeben und kurz vortexen
• mindestens 1 h oder ÜN bei ca.60 °C inkubieren
• 300 µl 6 M NaCl zugeben und 30 sek vortexen
• 30 min bei 13000 rpm abzentrifugieren und Überstand in frisches Gefäß überführen
• 1 Vol. Isopropanol zugeben und DNA bei –20°C 1 h fällen
• Pellet mit 705 EtOH waschen, trocknen und in 300-500 µl H2O resuspendieren
Aufschlusspuffer: NaCl  400 mM
Tris/HCl (pH 8)    10 mM
EDTA      2 mM
3.1.3 Agarosegelelektrophorese
Die elektrophoretische Auftrennung von DNA-Fragmenten erfolgte in 0,4-2%igen Agarose-Gelen
mit TAE-Puffer. Zur anschließenden Visualisierung der DNA unter UV-Licht wurde
Ethidiumbromid (0,25 µg/ml) in Gel und Puffer verwendet. Als Größenmarker diente mit Pst I
restringierte Lambda-DNA bekannter Konzentration. Zur Dokumentation wurden die Gele auf
einem UV-Transilluminator (302 nm) durch einen Orangefilter fotografiert. DNA-Konzentrationen
wurden durch den Vergleich der Fluoreszensintensitäten von Proben- und Markerbanden bestimmt.
50×TAE: Tris 242,0 g
(pH 7,9) Essigsäure  57,1 ml
EDTA (0,5 M) pH 8     100 ml
Aqua dest.         ad 1000ml
10x"Loading solution": Ficoll 10,00 %
   Bromphenolblau   0,25 %
   Xylencyanol   0,25 %
   EDTA   0,25 M
3.1.4 Aufreinigung von DNA
Zur Aufreinigung von DNA-Fragmenten aus Agarose-Gelen wurden je nach Fragmentgröße zwei
Kits eingesetzt: QIAquick Gel Extraction Kit bzw. QIAEX II Gel Extraction Kit (QIAGEN). Diese
Kits dienten auch zur schnellen Aufreinigung von DNA aus Lösungen, um störende Enzyme zu
entfernen (z.B. Phosphatasen oder Nukleasen).
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3.1.5 "Polymerase Chain Reaction" (PCR)
Die "Polymerase Chain Reaction" (PCR) ist eine Methode zur enzymatischen Amplifizierung bzw.
Modifikation eines DNA-Abschnitts, der von zwei bekannten Sequenzen flankiert wird (Saiki et al.,
1988). Hierbei dienen zwei synthetische Oligonukleotide, die jeweils an eine dieser Sequenzen
hybridisieren, als Primer. Nach Denaturierung des DNA-Doppelstranges hybridisieren diese Primer
an komplementäre Bereiche, und können somit als Startpunkte für die Neubildung des fehlenden
Stranges durch die thermostabile Taq-DNA-Polymerase fungieren. Durch mehrfache Wiederholung
des Zyklus (Denaturierung, Primerannealing und Extension) erfolgt eine exponentielle Vermehrung
des Primer flankierten DNA-Bereiches.
Die optimalen Bedingungen (wie Temperaturführung, Template- und MgCl2-Konzentration)
müssen für jede einzelne Reaktion empirisch ermittelt werden. Als Ausgangspunkt diente folgender
Standardansatz mit 1 ng Plasmid-DNA oder 100 ng genomischer DNA.
Reaktions-Mix: Template-DNA      __ ng
Primer I    0,3 µM
Primer II    0,3 µM
dNTP-Mix je dNTP 0.2 mM
MgCl2   1,5 mM
Taq-Polymerase         1 U
10×PCR-Puffer                              5 µl
A. dest.             ad 50 µl
Überschichtung mit ca. 20 µl Mineralöl
PCR-Programm: Denaturierung 2 min 94°C
Denaturierung 30 s, 94°C
Annealing 60 s, Tm-5°C 30 Zyklen
Extension __ s, 72°C
Auffüllreaktion 3 min, 72°C
Die Primerannealing-Temperatur hängt von der Nukleotidzusammensetzung der eingesetzten
Primer ab (Faustformel: Tm = 2×ΣAT + 4×ΣGC = x°C). Die Dauer der Extensionsreaktion wird
durch die Länge des zu amplifizierenden DNA-Bereichs bestimmt (ca. 1min/kb).
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3.1.6 Sequenzierung von Plasmid-DNA
Die angewendete DNA-Sequenzierungsmethode beruht auf dem Kettenabbruch-Verfahren (Sanger
et al., 1977). Hierbei synthetisiert eine DNA-Polymerase DNA-Stränge, die zu der zu
sequenzierenden Sequenz komplementär sind. Als Primer dient ein spezifisches Oligonukleotid, das
an seinem 5´-Ende eine Fluoreszenzmarkierung besitzt. Abhängig von dem verwendeten
Sequenzierautomat wurden Primer mit unterschiedlichen 5´-Markierungen eingesetzt („A.L.F.“:
CY5; „LI-COR“: p700 bzw.p800). Zusätzliche Didesoxynukleotide in den Reaktionen bewirken,
dass bei deren zufälligen Einbau die Strangverlängerung abbricht. Die Konzentrationen der ddNTPs
sind dabei so gewählt, dass theoretisch alle Stranglängen als Syntheseprodukte auftreten können. Da
nicht unterschieden werden kann mit welchem der vier Nukleotide die Sequenz endet, muss für
jedes Didesoxynukleotid (ddATP, ddCTP, ddGTP, ddTTP) eine getrennte Reaktion angesetzt
werden. In einem Sequenzierungsautomat werden die polymerisierten DNA-Stränge für jede
Reaktion in einer separaten Spur gelelektrophoretisch aufgetrennt. Hierbei passieren sie einen
Laserstrahl, der die Fluoreszenz anregt. Aus dem detektierten Fluoreszenzmuster ermittelt ein
Computer automatisch die zugehörige DNA-Sequenz. Der Sequenzierungsautomat der Firma
LI-COR kann zwei Fluoreszenzwellenlängen in einer Spur erkennen. Durch Einsatz von zwei
entsprechend markierten Primern können somit zwei Sequenzierungen in einem Reaktionsansatz
durchgeführt werden. Für die Sequenzierungsreaktion wurde das „Thermo Sequenase fluorescent
labelled primer sequencing kit with 7-deaza-dGTP“ der Firma AMERSHAM verwendet. Die damit
durchgeführte, auch als „cycle sequencing“ bezeichnete, Sequenzierungsreaktion stellt im Prinzip
eine Abwandlung der herkömmlichen PCR dar. Da hierbei nur ein Primer eingesetzt wird, erfolgt
nur eine lineare Amplifikation des komplementären Stranges. Bei dieser Methode werden nur
geringe Mengen DNA benötigt, da diese bei jedem Zyklus erneut als Template dienen kann.
• DNA/Primer-Mix auf Eis pipettieren
• Je 1,5 µl der A-,C-,G- bzw. T-Terminationslösungen aus dem Kit in PCR-Gefäße vorlegen
• Jeweils 4,5 µl DNA/Primer-Mix zugeben
• Mit einem Tropfen Mineralöl überschichten
• Im Thermocycler Sequenzierung durchführen
• 3 µl „loading dye“ aus Kit zugeben
• Proben auf Gel auftragen
DNA/Primer-Mix: DNA (ca.130 ng/kb Plasmid)   0,2 pmol
Primer I    1-2 pmol
Primer II (nur bei LI-COR)    1-2 pmol
DMSO                                               1 µl
A. dest.                 ad 21 µl
PCR-Programm: Denaturierung 2 min 94°C
Denaturierung 15 s, 94°C
Annealing 15 s, Tm-5°C 30 Zyklen
Extension 15 s, 72°C
Auffüllreaktion 30 s, 72°C
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3.2 Bakterienkultivierung
Escherichia coli:
Die Anzucht von E. coli erfolgte standardmäßig. in LB-Medium bei 37°C auf Rollern bzw.
Schüttlern.
LB-Medium: Trypton 1,0 %
Hefeextrakt 0,5 %
NaCl 1,0 %
pH 7,0
Für Festmedien wurde 1,5 % Agar zugegeben.
Zur Selektion wurde nach dem Autoklavieren das entsprechende Antibiotikum zugesetzt.
Ampicillin (Amp) 100 µg/ml
Kanamycin (Km)   25 µg/ml
Streptomycin (Sm)   50 µg/ml
Agrobacterium tumefaciens:
Die Anzucht von A. tumefaciens erfolgte in YEB-Medium bei 28°C.
YEB-Medium: Rinderextrakt  0,5 %
(pH 7,4) Hefeextrakt  0,1 %
Pepton  0,5 %
Saccharose  0,5 %
MgSO4 x 7H2O 0,05 %
Zur Selektion eingesetzte Antibiotika:
Carbenicillin 50 µg/ml
Kanamycin 25 µg/ml
Rifampicin 50 µg/ml
Die Konservierung wichtiger Bakterienklone erfolgte bei -70°C in Form einer Glycerinkultur (ÜN-
Bakterienkultur + 20 % Glycerin).
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3.2.1 Bakterientransformation
Escherichia coli:
Um die Zellwandpermeabilität für die Aufnahme von DNA zu erhöhen, wurden die Zellen mit
hohen Ionenkonzentrationen (Ca2+, Rb+) vorbehandelt (Hanahan, 1983).
• 250 ml LB-Medium mit 10 ml ÜN-Kultur inokulieren und bis zu einer OD600 von ca. 0,5 auf
einem Rotationsschüttler bei 37°C inkubieren
• Pelletieren der Zellen in einem sterilen Zentrifugenbecher (GS-3-Rotor, 10 min, 4000 rpm)
• Pellet in 75 ml kaltem TfB I resuspendieren und 10 min auf Eis inkubieren
• erneute Zentrifugation (GS-3-Rotor, 10 min, 4000 rpm)
• Zellen in 10 ml kaltem TfB II resuspendieren
• zu je 100 µl in gekühlte Eppendorfgefäßen aliquotieren und in flüssigem N2 schockgefrieren
• bei -70°C lagern
TfB I: Kaliumacetat  30 mM
(pH 5,8) MnCl2  50 mM
RbCl 100 mM
CaCl2  10 mM
Glycerin     15 %
TfB II: MOPS 10 mM
(pH 6,8) CaCl2 75 mM
RbCl 10 mM
Glycerin    15 %
Die Transformation erfolgte mittels Hitzeschock:
• kompetente Zellen auf Eis auftauen
• 50 ng Plasmid-DNA mit 100 µl kompetenten Zellen mischen
• 30 min auf Eis inkubieren
• 2 min Hitzeschock bei 42°C im Wasserbad
• weitere 2 min auf Eis inkubieren
• 400 µl LB-Medium zugeben und ca. 1 h bei 37°C auf Roller regenerieren
• 50-100 ml des Transformationsansatzes auf LB-Platten mit Antibiotika ausplattieren
• Inkubation ÜN bei 37°C
Die Identifizierung der Kolonien, die das erwünschte Plasmid enthielten, erfolgte an Hand von
Restriktionsanalysen mit DNA aus Minipräparationen (3.1.1).
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Agrobacterium tumefaciens:
Die Herstellung und Transformation kompetenter Agrobakterien wurde in Anlehnung an (Höfgen
und Willmitzer, 1988) durchgeführt.
• 200 ml Agrobakterienkultur bis zu einer OD600 von ca. 1 anziehen
• Pelletieren der Zellen in einem sterilen Zentrifugenbecher (GS-3-Rotor, 10 min, 4000 rpm)
• Pellet in 50 ml kaltem TE-Puffer resuspendieren
• erneute Zentrifugation (GS-3-Rotor, 10 min, 4000 rpm)
• Zellen in 10 ml kaltem YEB-Medium resuspendieren
• zu je 200 µl in vorgekühlten Eppendorfgefäßen aliquotieren, in flüssigen Stickstoff
schockgefrieren und bei -70°C lagern
Die Transformation erfolgte nach der "freeze and thaw"-Methode.
• 200 µl Aliquot  mit ca. 1 µg Plasmid-DNA mischen
• Ansatz zunächst 5 min in flüssigem Stickstoff und dann 5 min bei 37°C inkubieren
• 1 ml YEBRif-Medium zugeben
• Zellen 3h unter schütteln bei 28°C regenerieren
• 10 bzw. 50 µl auf entsprechendem Selektionsmedium ausplattieren
• 2 Tage bei 28°C inkubieren
Die Kontrolle der Transformanden auf Vorliegen des binären Vektors erfolgte routinemäßig mittels
PCR mit vektorspezifischen Oligonukleotiden (3.1.5). Dazu wurden 1-2 µl der
Agrobakterienkolonien direkt in die PCR-Reaktion eingesetzt
3.2.2 Komplementationsanalyse
Anhand von Komplementationsversuchen lässt sich überprüfen, ob ein mittels Transformation
eingebrachtes Gen in der Lage ist, den Defekt einer Mangelmutante zu kompensieren. Aufgrund
eines Defektes im ppc2-Gen der E. coli-Mutante PCR1 wird von dieser keine funktionsfähige PEPC
gebildet, die den Citrat-Cyclus mit Oxalacetat auffüllen kann (Ashworth und Kronberg, 1965; Sabe
et al., 1984). Somit kann PCR1 nicht auf glucosehaltigem Minimalmedium wachsen. Nur durch
Zusatz von Intermediaten des Citrat-Cyclus, wie z.B. Oxalacetat, α-Ketoglutarat oder Succinat ist
trotz des ppc2-Defektes Wachstum möglich. Auch Glutamat (Glu) kann nach Desaminierung in
Form von α-Ketoglutarat in den Citrat-Cyclus einfließen. Wachstum auf Minimalmedium kann nur
erfolgen, wenn nach Transformation mit einem Expressionsvektor, der ein heterologes ppc-Gen
enthält, ein funktionsfähiges Protein exprimiert wird. Die Komplementationsanalysen erfolgten auf
E0-Medium mit unterschiedlichen Zusätzen (Anraku, 1967). Um sicherzustellen, dass es sich bei
den Bakterien um den Stamm PCR1 handelt wurde LBSm-Medium eingesetzt, da PCR1 aufgrund
einer Mutation in der kleinen Ribosomenuntereinheit (rpsL) Streptomycinresistenz besitzt. Zur
Analyse wurde eine Transformanden-Kolonie mit einem sterilen Zahnstocher nacheinander auf die
verschiedenen Minimalmedien ausgestrichen. Um identische Bedingungen für
Wachstumsvergleiche zu gewährleisten, wurden Zellen aus Flüssigkulturen abzentrifugiert, mit E0-
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Flüssigmedium gewaschen und als Zellsuspensionen gleicher OD600 (OD600= 0,5) aufgetropft. Die
Inkubation der Ansätze erfolgte bei 28°C. Die Bakterien wurden in der folgender Reihenfolge auf
die Festmedien übertragen.
1. E0-Medium niedrige Basalexpression
2. E0-Medium mit IPTG (0,1 mM) Promotor-Induktion
3. E0-Medium mit Glutamat (1mg/ml) Wachstum auch ohne PEPC
4. LBSm-Medium Kontrolle auf Stamm PCR1
5. LBAmp-Medium Kontrolle auf Plasmid
6. LB-Medium
E0-Medium: K2HPO4                10,0 g
NaNH4HPO4      3,5 g
Zitronensäure × H2O      5,0 g
MgSO4 × 7H2O      0,2 g
Glucose         4 g
Agar       15 g
Thiamin-HCl (3 mg/ml)               1 ml
pH 7,2 mit NaOH
Aqua dest.      ad 1 l
Nach dem Autoklavieren CRM-Lösung (1 ml) und AS-Lösung (10 ml) zugegeben.
1000×CRM-Lösung: Fe3Cl × 6H2O   24,0 mg
(sterilfiltriert) MnCl2 × 4H2O   14,0 mg
CaCl2   13,5 mg
CoSO4     6,5 mg
H3BO3   14,5 mg
ZnCl2                                      100,0 mg
Aqua dest.  ad 50 ml
AS-Lösung: L-Leucin          1 g
(sterilfiltriert) L-Arginin-HCl          1 g
L-Threonin-HCl                              1 g
Aqua dest.           ad 100 ml
IPTG-Lösung (sterilfiltriert):              100 mM
Glutamat-Lsg. (sterilfiltriert):           100mg/ml
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3.3 Pflanzenkultivierung
3.3.1 Erdkultur
Die Vermehrung erfolgte bei S. tuberosum vegetativ entweder über Knollen oder über Stecklinge.
Die Stecklinge wurden als Kopfstecklinge in Torfquelltöpfe (Jiffy 7) gesteckt und bis zur
Bewurzelung unter einer Klarsichthaube gehalten. Nach 2-3 Wochen wurden die Pflanzen in 13 cm
Rundtöpfe umgetopft. Als Substrat diente eine 1:2 Mischung aus Sand und Einheitserde ED 73 (50
Vol.% Ton, 25 Vol.% Schwarztorf, 25 Vol.% Weißtorf, Spurenelemente und Nährsalze, pH-Wert
6,0). Bei bis zu 3 Monaten Kulturdauer erfolgte die Nährstoffversorgung über den im Substrat
enthaltenen Langzeitdünger Plantosan. Für längere Kulturdauer (5-6 Monate) wurde in 3l
Kulturgefäße mit Osmocote Plus 15-10-12-2+ (MEYER) als Depotdünger umgetopft.
Pflanzenschutzmaßnahmen wurden bei Bedarf im Spritzverfahren durchgeführt. Die Pflanzen
wurden im Gewächshaus oder im Klimaraum kultiviert. Die Temperaturführung im Gewächshaus
betrug, wenn möglich, tagsüber 22°C und nachts 18°C. Aufgrund mangelnder
Klimatisierungsmöglichkeit hingen die Temperaturen, speziell im Hochsommer, stark von den
natürlichen Gegebenheiten ab. Die Belichtung wurde über Schattierung und Zusatzbeleuchtung
reguliert (PFD von 250-400 µmol m-2 s-1). In den Klimaräumen betrug die Temperatur 22°C mit
Nachtabsenkung auf ca. 20°C. Die Belichtung (16 h Licht/8 h Dunkel) erfolgte mit
Halogenmetalldampflampen (Osram Superstar HQI-T 400 W / DH) und einer PFD von 200-300
µmol m-2 s-1.
3.3.2 Sterilkultur
Die Anzucht von Kartoffelpflanzen in Sterilkultur erfolgte auf 80 ml 2MS-Medium (Murashige und
Skoog, 1962) in 0,5 l Einmachgläsern (Rundrandglas 100, WECK). Pro Glas wurden 5-7 Pflanzen
kultiviert. Die Pflanzen standen in Kulturräumen bei 20-25°C mit 16 h Lichtperiode (PFD: 150–200
µmol m-2 s-1; Lampen: Universal White Standard F58W/125 (SILVANIA)). Zur Kulturerhaltung
wurden alle 2 Monate Kopfstecklinge in neue Gläser umgesetzt. Die Vermehrung erfolgte durch
Stammstecklinge mit einer Achselknospe ohne Blätter.
2MS-Medium: MS (SIGMA M 5519)  4,43 g/l
(pH 5,8) Saccharose     20 g/l
Agar       7 g/l
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3.3.3 Pflanzentransformation
3.3.3.1 Transiente Genexpression
Bringt man in Pflanzenzellen Fremd-DNA ein, kann diese in seltenen Fällen stabil in das
Pflanzengenom integriert werden. Die Übertragung der DNA in die Pflanzenzellen kann direkt, z.B.
durch Partikelbeschuss und Mikroinjektion, oder indirekt durch Infektion mit Agrobakterien
erfolgen (Herrera-Estrella und Simpson, 1988). Agrobacterium tumefaciens besitzt einen
natürlichen Mechanismus, der es dem Bakterium ermöglicht, eigene Gene in Pflanzenzellen zu
übertragen und dort mit hoher Effizienz ins Genom zu integrieren (Sheng und Citovsky, 1996;
Tinland, 1996). Die Expression der Bakteriengene in der Pflanzenzelle bewirkt dann die Synthese
von speziellen Substanzen (Octopin oder Nopalin), die den Bakterien dann als Nahrung dienen.
Durch Austausch der übertragbaren bakteriellen Gene wird in der Pflanzenbiotechnologie dieses
System genutzt, um beliebige Gene in Pflanzen zu übertragen. Der überwiegende Teil der von
Agrobakterien in die Zelle eingebrachten T-DNA-Moleküle wird jedoch nicht stabil in das
Pflanzengenom integriert, sondern liegt nur vorübergehend (transient) in der Zelle vor. Aufgrund
der hohen Kopienanzahl von T-DNA-Molekülen lassen sich Expressionsraten erzielen, die einen
Nachweis des Genproduktes innerhalb von wenigen Tagen ohne langwierige Pflanzenregeneration
ermöglichen. Zudem ist die transiente Expression weitgehend unbeeinflusst von Positionseffekten.
Ein weiterer Vorteil ist, dass nur die Anzucht der Bakterien unter sterilen Bedingungen erfolgen
muss. Eine transiente Expression ist daher gut zur Überprüfung von Expressionskonstrukten im
Vorfeld einer stabilen Transformation geeignet. Als Transformationsmethode wurde die
Unterdruck-Infiltration von Blättern mit vir-Gen induzierten Agrobakterien (Kapila et al., 1997)
eingesetzt, da hiermit auch innerhalb des Blatt hohe Infektionsraten erreicht werden können
• 100 ml Induktionsmedium mit 5 ml ÜN-Agrobakterienkultur animpfen und ÜN bei 28°C auf
einem Schüttler inkubieren
• Bei einer OD600 von ca. 0,8 die Zellen in 50 ml-Falcon-Gefäßen abzentrifugieren
(10 min, 5000 rpm, RT)
• In 1/3 des Ausgangsvolumens MMA resuspendieren und 2-3 h bei RT inkubieren
• Blattmaterial in die Bakteriensuspension geben und in einem Exsikator 20 min einem
Unterdruck von ca. 100 mbar aussetzen
• Blätter kurz mit Wasser abspülen und mit Klarsichtfolie abgedeckt auf feuchtem Filterpapier bei
20-25°C in einem Kulturraum 3 Tage inkubieren
Induktionsmedium: YEB-Medium (3.2)
(pH 5,6) MES  10 mM
Acetosyringon  20 µM
MMA: MS (SIGMA M 5519)  4,43 g/l
(pH 5,6) MES  10 mM
Saccharose        2%
Acetosyringon 200 µM
Acetosyringon (200 mM in DMSO) wurde nach dem Autoklavieren zugeben.
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3.3.3.2 Stabile Genexpression
Solanum tuberosum :
Die stabile Transformation erfolgte ebenfalls mit Hilfe von Agrobakterien (Dietze et al., 1995). Für
die Transformation wurden Blätter von 4-5 Wochen alten Sterilkulturpflanzen verwendet.
• Blattbasis der Blättchen entfernen und 2-3 -mal quer zur Mittelrippe einschneiden
• 15 ml 2 MS-Flüssigmedium mit 50 µl einer 5 ml ÜN-Agrobakterienkultur (3.2) in einer
Petrischale mischen
• Blätter mit Unterseite nach oben ohne unterzutauchen dazugeben
• 2 Tage im Dunkeln bei 20-25°C inkubieren
• Blätter so auf CIM plazieren, dass die gesamte Blattoberseite Kontakt zum Medium hat (dazu
Medium mit Pinzette auflockern)
• Nach 7 Tagen Blätter auf SIM transferieren
• Alle 10 Tage auf frisches SIM umsetzen, dabei Kalli von nekrotischen Blättern abtrennen
• Regenerierte Stängel zur Bewurzelung auf RIM setzen
• Bewurzelte Pflanzen in Torfquelltöpfe (Jiffy 7) pikieren und bis zum Erscheinen der ersten
Wurzelspitzen (1-2 Wochen) unter gespannter Luft in einer Klimakammer bei 20-25°C halten
Von der Kokultivierung der Blätter mit Agrobakterien bis zu einer ca. 8-10 cm großen
analysierbaren T0-Pflanze wurden mit dieser Methode im Mittel ca. 15 Wochen benötigt.
Die Weiterkultur der Pflanzen erfolgte wie unter 3.3.1 beschrieben.
CIM: callus
induction medium
SIM: shoot
induction medium
RIM: root
induction medium
MS (SIGMA M 5519) 4,43 g/l 4,43 g/l 4,43 g/l
Glucose 16 g/l 16 g/l
Agar 7 g/l 7 g/l 7 g/l
α-Naphthylenessigsäure (NAA) 5,0 mg/l 0,02 mg/l
Benzylaminopurin (BAP) 0,1 mg/l
Gibberellinsäure (GA3) 0,02 mg/l
Zeatiribosid 2,0 mg/l
Cefatoxim 250 mg/l 250 mg/l 250 mg/l
50 mg/l 50 mg/lKanamycin
oder Hygromycin 1 mg/l 3 mg/l
Der pH-Wert wurde mit KOH auf pH 5,8 eingestellt. Wachstumsregulatoren und Antibiotika
wurden als 1000-fache Stammlösung nach dem Autoklavieren zugegeben.
Nicotiana tabacum:
Die Transformation erfolgte ebenfalls nach der „leaf disc“-Methode (Horsch et al., 1985). Im
Unterschied zu der Transformation von Solanum tuberosum, wurden hierbei jedoch ausgestanzte
Blattscheiben nur kurz komplett in eine Agrobakteriensuspension eingetaucht. Zur Selektion und
Abtöten der Agrobakterien wurden dem Kallusinduktionsmedium Kanamycin (75 mg/l) und
Cefatoxim (500 mg/l) zugesetzt.
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3.4 Biochemische Methoden
3.4.1 Proteinextraktion
Proteinextraktion aus Bakterienzellen:
Die Proteinextraktion erfolgte, wenn nicht anders angegeben, nach Induktion mit 1 mM IPTG.
Sämtliche Aufarbeitungsschritte wurden auf Eis bzw. bei 4°C durchgeführt. Der Extraktionspuffer
wurde entsprechend dem zu extrahierenden Enzym gewählt. Der Aufschluss der Zellen erfolgte
durch Ultraschall mit einer Nadelschwingsonde.
• ÜN-Kultur einer Einzelkolonie in 5 ml LBAmp-Medium bei 28°C
• 9 ml LBAmp-Medium mit 1 ml ÜN-Kultur animpfen und 0,1 ml IPTG (100 mM) zugeben
• 3 h bei 28°C inkubieren
• Kultur in 15 ml Falcongefäßen abzentrifugieren (3 min, 4000 rpm)
• Pellet in 1 ml Extraktionspuffer resuspendieren und in 2 ml Eppendorfgefäße überführen
• Zellen abzentrifugieren (30 sek, 13000 rpm)
• Pellet in 500 µl Extraktionspuffer mit Protease-Inhibitoren resuspendieren
• Ultraschallaufschluss der Zellen durch drei Serien a 15 Pulse (0,5 sek Puls mit 60W)
• Zelltrümmer pelletieren (20 min, 13000 rpm)
• Überstand in ein frisches Gefäß überführen und bis zur weiteren Verwendung (Enzymtest bzw.
Proteinbestimmung) auf Eis halten oder bei - 20°C lagern
Proteinextraktion aus Pflanzenmaterial:
Die Ernte des Blattmaterials erfolgte mittags nach 6-8 h Belichtung. Standardmäßig erfolgte die
Extraktion löslicher Proteine im Eppi-Maßstab mit Hilfe eines motorgetriebenen Edelstahlpistills.
Für die Extraktion wurde der jeweils entsprechende Puffer verwendet.
• 250 µl Extraktionspuffer (mit 2% PVP) in 1,5 ml-Eppendorfgefäße vorlegen
• frisch geerntete ca. 2,5 cm² große Blattscheibe (50-100 mg) zugeben und 30 sek homogenisieren
• Zentrifugation (15 min, 13000 rpm, 4°C)
• 200 µl Überstand in ein frisches Eppendorfgefäß überführen
Extraktionspuffer: HEPES-NaOH (pH 8,0) 50 mM
(PEPC und ME) MgCl2 10 mM
DTT   5 mM
EDTA   1 mM
Glycerin (99 %)      20 % (w/v)
frisch zusetzen: PefablocSC   1 mM
Chymostatin          10 µg/ml
Durch die Zugabe von Chymostatin (gelöst in Essigsäure) fiel der pH-Wert auf ca. pH 7,0
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Extraktionspuffer: HEPES-KOH (pH 8,0) 50 mM
(PPDK) MgSO4 10 mM
DTT   5 mM
EDTA   1 mM
Pyruvat   1 mM
K2HPO4            2,5 mM
Glycerin (99 %)      20 % (w/v)
frisch zusetzen: PefablocSC   1 mM
Entsalzen von Proteinextrakten:
Für die Analysen der kinetischen Eigenschaften der PEPC war es erforderlich niedermolekulare
Substanzen aus den Proteinextrakten zu entfernen. Dazu wurden Säulen mit Sephadex G-25
benutzt, die sich für Probenvolumen bis 2,5 ml eigneten (PD-10, PHARMACIA). Zum Entsalzen
von PEPC-Extrakten wurden die Extrakte mit Equilibrierungspuffer auf 1 ml gebracht, aufgetragen
und mit 2,5 ml Puffer eluiert. Das Eluat wurde mit 1 Vol. Glycerin gemischt und bei –20°C
gelagert.
Equilibrierungspuffer: HEPES-NaOH (pH 7,3) 50 mM
 MgCl2 10 mM
 DTT   5 mM
 EDTA   1 mM
frisch zusetzen:  PefablocSC   1 mM
Bestimmung der Proteinkonzentration:
Die Bestimmung der Proteinkonzentration von Proben erfolgte nach der Methode von (Bradford,
1976). Hierbei wurden 2 µl eines Proteinextraktes mit 1 ml Bradford-Reagenz versetzt. Nach
15minütiger Inkubation bei RT wurde die Extinktion bei einer Wellenlänge von 595 nm gemessen.
Nach dem gleichen Prinzip wurde eine Eichkurve mit BSA aufgenommen .
Bradford-Reagenz: Coomassie Brillant Blue G-250 100 mg
Ethanol (96 %)    50 ml
H3PO4 (85 %)                                      100 ml
A. dest.    ad 1 l
Die Lösung wurde ÜN gerührt, zweimal filtriert und dunkel gelagert.
30
3.4.2 Aktivitätsbestimmung von Enzymen
Phosphoenolpyruvat-Carboxylase:
PEPC (EC 4.1.1.31) katalysiert die irreversible Carboxylierung von Phosphoenolpyruvat (PEP) zu
Oxalacetat (OAA). Die Aktivitätsbestimmung erfolgte in einer mit Malatdehydrogenase (MDH)
gekoppelten Reaktion, bei der OAA unter NADH-Oxidation zu Malat reduziert wird. Die NADH-
Oxidation wurde spektralphotometrisch bei 30°C in einem Gesamtvolumen von 1 ml bei 340 nm
verfolgt. Als Kontrolle diente in ein Parallelansatz ohne PEP. Die Reaktion wurde durch Zugabe der
Probe gestartet. Die PEPC-Aktivität in den Extrakten wurde unter optimalen Bedingungen (pH 8;
2,5 mM PEP) ermittelt. Die Bestimmung der Malatsensitivität erfolgte bei suboptimaler PEP-
Konzentration und suboptimalen pH-Wert (pH 7,3) mit auf pH 7 eingestellter L-Malat-Lösung (Li
et al., 1996).
Reaktionsansatz: HEPES-NaOH pH 8  50 mM
MgCl2    5 mM
NaHCO3    1 mM
Glycerin      20%
NADH 0,2 mM
PEP 2,5 mM
MDH       6 U
PEPC-Aktivität (U/mg Protein) = (∆E × VK × 1000) / ( VP × P × ε × d)
∆E Extinktionsabnahme pro min
VK Gesamtvolumen in  der Küvette (1,0 ml)
VP Volumen der Probe in der Küvette (in ml)
P Proteinkonzentration des Extraktes (in mg/ml)
d Schichtdicke der Küvette (1 cm)
ε molarer Extinktionskoeffizient von NADH (6220 l × mol-1 × cm-1)
NADP-Malatenzym:
NADP-ME (EC 1.1.1.40) katalysiert unter NADP-Reduktion die Umsetzung von Malat in Pyruvat
und CO2. Zur Aktivitätsbestimmung wurde die NADP-Reduktion bei 30°C in einem Volumen von
1 ml bei 340 nm verfolgt. Als Kontrolle diente in ein Parallelansatz ohne Malat. Die Reaktion
wurde durch Zugabe der Probe gestartet.
Standardansatz: Tricine-NaOH pH 8,4  50 mM
MgCl2   25 mM
NADP  0,5 mM
L-Malat   25 mM
Die Berechnung der ME-Aktivität (U/mg Protein) erfolgte nach der Formel für die PEPC-Aktivität
mit dem molaren Extinktionskoeffizient für NADPH (6310 l × mol-1 × cm-1).
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Pyruvat,Orthophosphat-Dikinase:
PPDK (EC 2.7.9.1) katalysiert die Bildung von PEP nach folgendem Reaktionsschema:
Pyruvat + ATP + Pi → PEP + AMP + PPi
Die Aktivitätsbestimmung erfolgte in einer mit PEPC und MDH gekoppelten Reaktion (Ashton et
al., 1990). Hierbei wird das entstehende PEP zunächst zu OAA und anschliessend unter NADH-
Oxidation zu Malat umgesetzt wird. Die Reaktion wurde durch Zugabe der Probe, die vor Beginn
der Messungen 30 min bei RT zur Reaktivierung der kältesensitiven PPDK inkubiert worden war,
gestartet und spektralphotometrisch bei 30°C in einem Gesamtvolumen von 1 ml bei 340 nm
verfolgt. Als Kontrolle diente in ein Parallelansatz ohne ATP.
Reaktionsansatz: HEPES-KOH pH 8  25 mM
MgSO4  10 mM
NaHCO3  10 mM
DTT  10 mM
Pyruvat    2 mM
(NH4)2SO4    5 mM
Glucose-6-P    1 mM
K2HPO4 2,5 mM
NADH 0,2 mM
PEPC    0,5 U
MDH       3 U
ATP    1 mM
Die PPDK-Aktivität (U/mg Protein) wurde anhand der Formel für die PEPC bestimmt .
32
3.4.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)
Die analytische Auftrennung von Proteinen nach ihrer Molekülgröße erfolgte durch Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (PAGE) in Gegenwart von Natriumdodecylsulfat (SDS). Die Proteine werden
durch die Zugabe von SDS denaturiert und in ihre Untereinheiten zerlegt. Zusätzlich bewirken
reduzierende Substanzen (wie β-Mercaptoethanol) die Spaltung von Disulfidbrücken. Durch die
Anlagerung von SDS an die Peptidketten erhalten diese eine negative Ladung, deren Stärke
annähernd der Länge des Proteins proportional ist. Die Wanderungsgeschwindigkeit im elektrischen
Feld ist dann weitgehend nur noch von der Größe des Moleküls abhängig. Im Rahmen dieser Arbeit
wurden diskontinuierliche Gele verwendet, die aus einem weitporigen Sammelgel und einem
engporigen Trenngel bestehen (Laemmli, 1970). Die PAGE wurde mit einer Minigelapparatur
(Mini Protean II Dual Slab Cell, BIO-RAD) durchgeführt. Die Präparation der Gele erfolgte nach
Herstellerangaben bzw. nach Sambrook et al. (1989) mit 37,5:1 Acrylamid-Mix (rotiphorese Gel
30, ROTH). Direkt vor dem Auftragen wurden die Proben mit SDS- Probenpuffer gemischt und 5
min in kochendem Wasser denaturiert. Als Größenstandard diente "SDS-6H" (SIGMA) oder „SDS-
PAGE broad range marker“ (BIO-RAD). Die Elektrophorese wurde bei 4°C mit 200 V bis zum
Austritt der Bromphenolblauffront durchgeführt (ca. 45 min).
4x Trenngel-Puffer:  Tris/HCl (pH 8,8) 1,5 M
4x Sammelgel-Puffer: Tris/HCl (pH 6,8) 0,5 M
Laufpuffer: Tris   25 mM
(pH 8,3) Glycin 250 mM
SDS     0.1 %
SDS-Probenpuffer: A. dest. 0,7 ml
(2 x) 4x Sammelgel-Puffer 2,5 ml
Glycerin 2,3 ml
10% SDS 4,0 ml
Bromphenolblau 1,0 mg
β-Mercaptoethanol 0,5 ml
 
3.4.4 Western-Blot
Bei dem Western-Blot wird das in einer SDS-PAGE erzeugte Proteinbandenmuster vom
Polyacrylamidgel auf eine Trägermembran (Nitrocellulose) übertragen. Der Transfer erfolgte nach
Herstellerangaben als Elektroblot (100 V, 1h) mit einer Apparatur der Firma BIO-RAD. Zur
Überprüfung des Proteintransfers und zur Kennzeichnung der Größenstandardbanden wurde eine
reversible Proteinfärbung mit Ponceaulösung (2 g Ponceau/l in 3% TCA, SERVA) durchgeführt.
Nach ca. 5minütiger Inkubation der Membran in Ponceaulösung wurden die Proteinbanden mit
Leitungswasser bis zur gewünschten Intensität entfärbt.
Blotpuffer: Tris     25 mM
pH 8,1-8,4 (nicht einstellen!) Glycin   192 mM
Methanol 20% (v/v)
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3.4.5 Immunologischer Proteinnachweis
Proteine, die zuvor auf einer Trägermembran fixiert wurden, können mit Hilfe von spezifischen
Antikörpern und colorimetrischen Reaktion visualisiert werden. An die Proteine binden zunächst
spezifische primäre Antikörper. In einem zweiten Schritt bindet ein sekundärer Antikörper, der
gegen die konstante Regionen des Ersten gerichtet ist (anti-IgG). Ein an den sekundären Antikörper
konjugiertes Enzym (hier alkalische Phosphatase) ergibt mit einem entsprechenden Substrat eine
Farbreaktion, anhand derer der gesamte Antigen-Antikörperkomplex lokalisiert werden kann.
Für Blockierungs- und Waschschritte wurden pro Inkubation 0,2 ml/cm² Membran benötigt, für
Inkubationen mit Antikörpern bzw. Enzymsubstrat 0,1 ml/cm². (14 bzw. 7 ml für 7x10 cm)
• freie Bindungsstellen der Membran 30 min bei RT 1% BSA in TBS abgesättigen
• Membran 60 min in TBST mit primären Ak unter leichtem Schütteln bei RT inkubieren
• Membran 3 x 5 min mit TBST waschen
• 30 min in TBST mit sekundärem Ak inkubieren
• Membran 3 x 5 min mit TBST waschen
• kurz mit TBS waschen
• Membran mit AP-Substratlösung bis zur gewünschten Farbintensität entwickeln
• Abstoppen der Reaktion durch Waschen mit Wasser
Die entwickelte Membran wurde getrocknet und lichtgeschützt aufbewahrt.
TBS: Tris/HCl (pH 7,5)   20 mM
NaCl 150 mM
TBST: TBS mit 0,05%Tween 20
AP-Substratlösung: Tris/NBT     50 ml
BCIP (0,55%)    500 µl
MgCl2 (2 M)      50 µl
Tris/NBT: Tris/HCl (pH 9,6) 150 mM
NBT   0,01 %
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3.4.6 Analyse von Metaboliten
Naturgemäß sind Pflanzen aufgrund ihrer Standortgebundenheit gezwungen, den Stoffwechsel sehr
flexibel an wechselnde Bedingungen anpassen zu können. So finden Belichtungsstärke,
Nährstoffversorgung und Temperatur direkt ihren Niederschlag in der Metabolitzusammensetzung.
Zudem unterliegen die einzelnen Metabolite im Tagesverlauf hohen Schwankungen. Für
vergleichende Studien von Pflanzeninhaltsstoffen war es daher wichtig, dass das Pflanzenmaterial
unter identischen Bedingungen gewonnen wurde. Standardmäßig wurden für die Analysen
Blattscheiben des dritten Blattes von oben verwendet. Die Ernte erfolgte, wenn nicht anders
angegeben, nach ca. 6 h Belichtung.
3.4.6.1 Extraktion und Bestimmung UV-absorbierender Substanzen
Die Extraktion UV-absorbierender Blattinhaltsstoffe erfolgte mit angesäuertem Methanol (Pinto et
al., 1999). Eine Blattscheibe von 2,5 cm² wurde 1 h bei 60°C in 1 ml Extraktionspuffer inkubiert.
Nach Entnahme der Blattscheibe wurde der Extrakt 2 min bei 13000 rpm zentrifugiert. Zur
Bestimmung der Extinktion bei 310 nm wurden die Extrakte 1:10 mit Extraktionspuffer verdünnt.
Extraktionspuffer: MeOH 99% 79 ml
H2O 20 ml
HCl 37%   1 ml
3.4.6.2 Extraktion von Metaboliten
Lösliche Metabolite:
• ca. 2,5 cm² Blattscheibe ausstanzen und Frischgewicht bestimmen
• Blattscheiben in Petrischalen auf feuchtem Filterpapier 30 min belichten
• Blattscheiben in 3 x 1 ml kochendem 80%igem Ethanol extrahieren
• Ausgebleichte Blattscheibe mit H2O abspülen und für Stärkeextraktion aufbewahren
• Ethanolfraktionen vereinigen und bis zur Trockne einengen
• Rückstand in 500 µl H2O aufnehmen
• unlösliche Bestandteile abzentrifugieren (5 min,13000 rpm)
• Überstand in ein frisches Eppendorfgefäß überführen und bei –20°C lagern
Stärke:
• Zu der ausgebleichter Blattscheibe in 1,5 ml-Eppendorfgefäß 250 µl 2 M KOH geben
• Mit motorgetrieben Edelstahlpistill homogenisieren
• Weitere 250 µl 2 M KOH zugeben
• 45 min bei 95°C inkubieren
• Unlösliche Bestandteile abzentrifugieren (5 min, 13000 rpm)
• mit 900 µl 1M Essigsäure auf ca. pH 4,8 bringen, genaues Volumen bestimmen und bei –20°C
lagern
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3.4.6.3 L-Malatbestimmung
Die Bestimmung des Malatgehaltes erfolgte enzymatisch mittels Malatdehydrogenase, die bei dem
Umsatz von L-Malat zu Oxalacetat äquimolare Mengen NADH bildet. Glutamat-Oxalacetat-
Transaminase (GOT) ermöglicht durch die permanente Entfernung von Oxalacetat den
quantitativen Umsatz von Malat. 50 µl Extrakt (3.4.6.2) wurden mit 1,3 ml Reaktionsgemisch
gemischt und die Ausgangsextinktion (E0340) bei 30°C bestimmt. Nach Zugabe von 24 U MDH
(ROCHE) wurde ca. 15 min bis zu einer konstanten Extinktion (E1340) inkubiert.
Reaktionsgemisch: GlyGly-Puffer    500 µl
NAD-Lsg (100mM)      50 µl
H2O    750 µl
GOT (ROCHE)        1 U
GlyGly-Puffer: Glycylglycin 600 mM
(pH 10 mit NaOH) L-Glutamat 100 mM
L-Malat (µmol/g FG) = ((E1-E0) × VK × VE) / ( VP × FG × ε × d)
VK Gesamtvolumen in der Küvette (1350 µl)
VP Volumen der Probe in der Küvette (in µl)
VE Gesamtvolumen des Extraktes (500 µl)
FG Frischgewicht der Blattscheibe (in g)
ε molarer Extinktionskoeffizient von NADH (6220 µl × µmol-1 × cm-1)
d Schichtdicke der Küvette (1 cm)
3.4.6.4 Aminosäurebestimmung
Die Quantifizierung des Gesamtgehaltes an freien Aminosäuren erfolgte mit Hilfe von Ninhydrin.
Nach Mischung von 50 µl Extrakt (3.4.6.2) mit 200 µl Essigsäure (3M) wurden 500 µl Ninhydrin-
Reagenz zugeben und der Ansatz 10 min bei 80°C inkubiert. Anschließend erfolgte die Messung
der Extinktion im Photometer bei 506 nm. Als Kontrolle diente ein Parallelansatz mit H2O. Die
Eichkurve wurde mit Aspartat (0-200 nmol) erstellt.
Ninhydrin-Reagenz: Ethanol 80 ml
H2O 20 ml
Eisessig 10 ml
Ninhydrin  0,4 g
CdCl2  1,0 g
Die Quantifizierung einzelner freier Aminosäuren wurde freundlicherweise am Institut für
Biochemie des Klinikums der RWTH Aachen durchgeführt. Die Analyse erfolgte mit einer
Kationenaustauschersäule nach Derivatisierung mit o-Phtalaldehyd.
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3.4.6.5 Bestimmung von löslichen Zuckern und Stärke
Die Bestimmung von löslichen Zuckern und Stärke erfolgte enzymatisch (Stitt et al., 1989). Hierbei
wurde Glucose durch Hexokinase (HK) zu Glucose-6-Phosphat (G6P) phosphoryliert und dann
durch G6P-Dehydrogenase (G6PDH) unter Reduktion von äquimolaren Mengen NADP zu
6-Phosphogluconat oxidiert. Fructose, Saccharose und Stärke wurden nach Umwandlung in
Glucoseäquivalente auf die gleiche Weise bestimmt.
Messpuffer: Triethanolamine pH 7,6   150 mM
NADP      0,25 mM
MgCl2           5 mM
ATP        2,5 mM
Glucose und Fructose wurden nacheinander in einem Ansatz bestimmt. Zunächst wurde bei 30°C
die Ausgangsextinktion (E0340) von 50 µl Extrakt (3.4.6.2) in 1 ml Gesamtvolumen bestimmt. Nach
Zugabe von HK/G6PDH (0,35 bzw. 0,7 U ROCHE) wurde ca. 15 min bis zu einer konstanten
Extinktion (E1340) inkubiert. Zur Fructosemessung wurden anschließend 1,75 U Phosphoglucose-
Isomerase (PGI) zugegeben und erneut bis zu einer konstanten Extinktion (E2340) inkubiert.
Die Saccharosebestimmung erfolgte in einem getrennten Ansatz. Hierzu wurden 100 µl Extrakt
(3.4.6.2) mit 100µl 100 mM Citrat-NaOH (pH 4,6) und 2 U Invertase 60 min bei 30°C inkubiert.
Von diesem Ansatz wurden 50 µl – entspricht 25 µl Ausgangsextrakt - zur Glucosebestimmung
eingesetzt.
Zur Stärkebestimmung musste die Stärke zunächst in Glucoseäquivalente (GÄq) überführt werden.
100 µl von dem ca. 1400 µl Stärkeextrakt (3.4.6.2) wurden mit 400 µl 50 mM Na-Acetat (pH 4,8),
1 U Amyloglucosidase und 2 U α-Amylase 15 h bei 50°C inkubiert. Der Ansatz wurde 5 min bei
13000 rpm zentrifugiert, und 50 µl Überstand - entspricht 10 µl Ausgangsextrakt - zur
Glucosebestimmung eingesetzt.
Berechnung der Zuckergehalte:
Glucose (µmol/g FG) = ((E1-E0)×VK×VE) / (VP×FG×ε×d)
Fructose (µmol/g FG) = ((E2-E1)×VK×VE) / (VP×FG×ε×d)
Saccharose (µmol/g FG) = (((E1-E0)×VK×VE) / (VP×FG×ε ×d)) - Glucose (µmol/g FG)
Stärke (µmol GÄq/g FG) = (((E1-E0)×VK×VE) / (VP×FG×ε ×d))
VK Gesamtvolumen in der Küvette (in µl)
VP Volumen der Probe in der Küvette (in µl)
VE Gesamtvolumen des Ausgangsextraktes (in µl)
FG Frischgewicht der Blattscheibe (in g)
ε molarer Extinktionskoeffizient von NADPH (6310 µl × µmol-1 × cm-1)
d Schichtdicke der Küvette (1 cm)
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3.5 Exposition von Blattscheiben in 14CO2
Zur Identifizierung von primären CO2-Fixierungsprodukten wurden Blattscheiben mit 
14CO2
kurzzeitmarkiert. Zu diesem Zweck wurde eigens eine Begasungskammer mit Schieber angefertigt
(Abb. 2). Die Kammer besteht komplett aus Plexiglas und hat ein Volumen von 200 ml. Zur
Applikation von 14CO2 dient ein Stutzen auf den eine Spritze aufgesteckt werden kann. Für eine
permanente Zirkulation des radioaktiven CO2  sorgt ein integrierter Rührfisch. Der Schieber verfügt
über zwei Bohrungen mit Stahlgittern, die Blattscheiben mit 1,5 cm Durchmesser aufnehmen
können. Bei aus- bzw. eingefahrenem Schieber verhindert eine Dichtung den Austritt von
Radioaktivität. Durch diese Konstruktion können ohne aufwendige Manipulationen Blattscheiben
einem relativ kurzen 14CO2-Puls ausgesetzt und entnommen werden. Das geringe Volumen der
Kammer und die Möglichkeit, mehrere Blattscheiben hintereinander mit einer Injektion von 14CO2
behandeln zu können, minimieren zudem die Menge an benötigter Radioaktivität.
Seitenansicht:
Aufsicht:
Abb. 2: Aufbau der CO2-Begasungskammer.
Schieber
Spritze
Rührfisch
Dichtung
Bohrungen mit Stahlgitter
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Zur Begasung wurden 12,5 µCi in normaler Luft eingesetzt. Die NaH14CO2-Lösung besitzt eine
spezifische Aktivität von 53 µCi/µmol bei einer Konzentration von 0,25 µCi/µl, womit 12,5 µCi
0,236 µmol NaH14CO2 entsprechen. Aus dieser Lösung können sich bei Raumtemperatur maximal
5,7 µl CO2 (0,236 µmol x 24 µl/µmol) entwickeln, was einer CO2-Erhöhung in der 200 ml Kammer
um ca. 7,5% entspricht (~380 µl/l auf ~410 µl/l).
Die Exposition der Blattscheiben erfolgte bei RT (22°C) und 100 µmol m-2 s-1 PFD (Radium MRL
160 w, PHILIPS). Zur Analyse der CO2-Aufnahme im Dunkeln wurde die Begasungskammer mit
Aluminiumfolie abgedeckt.
Die Blattscheiben wurden mittags nach ca. 6 h Licht bzw. vor Ende der Dunkelphase geerntet. Von
allen Pflanzen einer Versuchsreihe wurden 2,5 cm² des dritten Blattes von oben ausgestanzt und in
Petrischalen auf feuchtem Filterpapier 30 min vorinkubiert. Die Vorinkubation erfolgte unter einem
sanften Druckluftstrom (380 µl/l CO2) bei 100 µmol m
-2s-1 PFD bzw. im Dunkel.
Für „Pulse Chase“-Experimente wurden die Blattscheiben nach dem 14CO2-Puls in einer separaten
Plexiglaskammer überführt. Zur Entfernung des 14CO2 wurde die Kammer mit Druckluft
durchströmt. Nach unterschiedlich langen „chase“-Zeiten wurden die Blattscheiben dann extrahiert.
• Alle Arbeiten mit 14CO2 erfolgten im Abzug.
• Kammer mit Druckluft (380 µl/l CO2) spülen
• 100 µl H2SO4 (20%) in eine 5 ml Spritze vorlegen
• Pipettenspitze mit 50 µl NaH14CO2-Lösung (=12,5 µCi) auf die Spritze aufsetzen
• Zur Freisetzung von 14CO2, rasch NaH
14CO2-Lösung einziehen, Pipettenspitze entfernen und die
Spritze auf die geschlossene Kammer stecken
• durch Bewegen des Kolben schnell gründlich vermischen und danach nur die Gasphase
injizieren
• nach Einschalten des Magnetrührers mindestens 1 min zur Äquilibrierung abwarten
• Schieber mit Blattscheiben bestücken, 10 sek  exponieren (20 sek im Dunkeln) und dann schnell
in 1 ml kochendem EtOH (80%) abtöten bzw. für den „Chase“ in eine separate Kammer
überführen
• Extraktion wie unter 3.4.6.2 durchführen, Rückstand jedoch in 100 µl EtOH (40%) aufnehmen
Zur Bestimmung der Gesamtradioaktivität in der löslichen Fraktion wurden 10 µl Extrakt mit 5 ml
Szintillationscocktail (Rotiszint 22x, ROTH) gemischt, und mit einem Szintillationszähler die dpm
(detection per minute) ermittelt.
Die Radioaktivitätbestimmung in der unlöslichen Fraktion erfolgte durch Zählen der ausgebleichten
Blattscheibe in 5 ml Szintillationscocktail.
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3.5.1 Auftrennung und Quantifizierung von 14C-Produkten
Die Auftrennung der 14C-markierten Intermediate erfolgte zweidimensional auf Cellulose-
Dünnschichtplatten (Metzner, 1982): In der 1. Dimension elektrophoretisch und in der 2.
Dimension chromatografisch.
• Extrakt (10-30 µl) punktförmig in einer Ecke der Platte 2cm von den Rändern entfernt auftragen
• Platte mit Elektrophorese-Puffer gleichmässig besprühen
• In die auf 4°C gekühlte Horizontalelektrophoresekammer einlegen
• Verbindung zu den beiden Puffertanks mit Filterpapierstreifen (Puffer getränkt) herstellen
• Elektrophorese durchführen (50 min, 1000 V, 4°C)
• Platte entnehmen, trockenfönen und abkühlen lassen
• Um 90° gedreht in einer Chromatographiekammer (DESAGA) entwickeln, bis die Lauffront
ungefähr 2 cm von der Plattenoberkante entfernt ist (ca. 7 h)
• Platte gut mit einem Fön trocknen und ÜN im Abzug stehen lassen
• Auswertung der Dünnschichtplatten mit Hilfe eines Phosphorimagers (FUJI) und zugehöriger
Software (PCBAS 2.09)
Für die Quantifizierung von markiertem L-Malat genügte auch eine eindimensionale
chromatografische Trennung. Hierzu wurden, 2 cm von dem Plattenrand entfernt, sechs Proben (je
10 µl) strichförmig (ca. 1 cm) aufgetragen und wie oben getrennt.
Elektrophorese-Puffer: Pyridin   20 ml
Eisessig                         70 ml
A. dest.   ad 2 l
Laufmittel: 2-Butanol 600 ml
Ameisensäure 100 ml
H2O 200 ml
Die Zuordnung der Signale des Autoradiogramms erfolgte durch Vergleich mit Abbildungen in der
Literatur (Metzner, 1982). Zur Identifizierung wurden Aminosäuren (z.B. Aspartat, Glutamat) mit
Ninhydrin; organische Säuren mit Bromkresolgrün angefärbt. Die wichtige C4-Verbindungen Malat
wurden von den Dünnschichtplatten isoliert und enzymatisch verifiziert (3.4.6.3)
Ninhydrin-Lsg.: Ninhydrin 200 mg
EtOH  100 ml
Nach Besprühen werden Aminosäuren durch Inkubation bei 110°C als rotbraune Flecken sichtbar.
Bromkresolgrün-Lsg.: Bromkresolgrün 100 mg
 EtOH  500 ml
 NaOH (0,1 M)     5 ml
Nach Tauchen der DC-Platte erscheinen Säuren als gelbe Flecke auf blauem Grund.
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3.6 Messung des CO2-Kompensationspunktes (Γ)
Der CO2-Kompensationspunktes (Γ) ist die CO2-Konzentration, bei der sich CO2-Aufnahme und
CO2-Abgabe eines photosynthetisch aktiven Blattes im Gleichgewicht befinden. Ausgehend von
Luft (380 µl/l CO2, 210 ml/l O2) wurde ein Blatt in einer Plexiglaskammer mit ca. 150 µmol m
-2 s-1
PFD (Radium MRL 160 w, PHILIPS) belichtet. Zur Wasserversorgung des Blattes befand sich der
Blattstiel in einem mit Wasser gefüllten Eppendorfgefäß, das mit Parafilm abgedichtet wurde. Die
Plexiglaskammer wurde zur Temperierung in einem Wasserbad versenkt. Die CO2-Konzentration in
der Kammer wurde durch kontinuierliche Zirkulation der Luft durch einen CO2-Analysator
gemessen. Der Kompensationspunkt wurde bestimmt, wenn die CO2-Konzentration in dem
geschlossenen System einen konstanten Wert erreicht hatte (30-60 min).
3.7 GFP-Expressionsanalyse
In den letzten Jahren hat sich als Reportergen immer stärker das aus der Qualle Aequorea victoria
stammende GFP (green fluorescent protein) etabliert (Heim und Tsien, 1996; Sheen et al., 1995).
Dieses Protein bietet den Vorteil, dass es in vivo aufgrund seiner Eigenfluoreszenz ohne invasive
Maßnahmen mikroskopisch detektiert werden kann. Je nach GFP-Mutante besitzt das Protein
unterschiedliche Anregungs- und Emissionswellenlängen. In dieser Arbeit wurde die S65C-Mutante
des mGFP4 eingesetzt, die sich gegenüber dem Wildtyp dadurch auszeichnet, dass die Anregung
bei 479 nm um das 6-fache erhöht ist, während die Anregung bei 395 nm fehlt (Heim et al., 1995).
Wie das Wildtyp-Protein emitiert die Mutante grünes Licht von 507 nm Wellenlänge.
Die Detektion der GFP-Fluoreszenz erfolgte entweder mit einem Epifluoreszenzmikroskop (LEITZ,
Filtersatz I3: Anregungsfilter BP 450-490, dichromatischer Teiler RKP 510, Sperrfilter 520) oder
mit einem konfokalen Lasermikroskop (LEICA). Blattstücke aus Infiltrationsversuchen oder von
transgenen Pflanzen wurden mit Wasser benetzt und ohne weitere Vorbehandlung mikroskopiert.
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4 Ergebnisse
4.1 Amplikonvermittelte Expression von ppc-Genen in S. tuberosum
Als Alternative zu der klassischen Genexpression – reguliert durch einen Promotor – sollte zur
Überexpression von rekombinanten Genen in Pflanzen eine Strategie eingesetzt werden, wie sie bei
dem Luteovirus CABYV („cucurbit aphid-borne yellows virus“) verwirklichtet ist (Guilley et al.,
1994). Zur raschen Etablierung und Verbreitung des Virus in der Wirtspflanze besitzt das Virus
einen Mechanismus, der es ermöglicht in kürzester Zeit große Mengen an translatierbarer Virus-
RNA zu erzeugen. Das Genom des Virus besteht aus einem RNA(+)-Einzelstrang (5669 bp), auf
dem in sechs offenen Leseraster die Virusproteine codiert sind. Aufgrund der polycistronischen
Organisation können jedoch nicht alle Leseraster von den Wirtsribosomen translatiert werden. Nach
Infektion wird zunächst mit Hilfe der wirtseigenen Expressionsmachinerie eine virale RNA-
abhängige RNA-Polymerase exprimiert. Die virale RNA-Polymerase synthetisiert dann einen zu
dem genomischen RNA(+)-Strang komplementären RNA(-) Strang. Der (-) Strang dient der RNA-
Polymerase nun als Matrize zur massenhaften Synthese von RNA(+)-Molekülen. Dabei wird nicht
nur der gesamte (+)-Strang synthetisiert, sondern vor allem - ausgehend von internen
Promotorsequenzen - subgenomische RNA(+)-Moleküle des 3‘-Bereiches, deren drei Leseraster
(coat protein, movement protein, aphid transmission factor) somit für die Translation durch die
Wirtsmaschinerie zugänglich werden. Von dem RNA-Virus konnte eine cDNA synthetisiert
werden, deren Transkript in Pflanzen voll funktionsfähig war (Prüfer et al., 1995). Die offenen
Leseraster des 3‘-Bereiches in der cDNA konnten entfernt bzw. durch fremde Sequenzen ersetzt
werden, ohne dass die Funktion des Amplikons beeinträchtigt wurde (Prüfer, pers. Mitteilung).
4.1.1 Konstruktion von Vektoren mit ppc-Genen unter Kontrolle eines viralen Amplikon
Als Vektor zur Genexpression in Pflanzen wurde der binäre Vektor pVL2 benutzt (Lipka, 1999). In
diesem Vektor befindet sich unter Kontrolle des 35S-Promoters ein cDNA-Klon des Virusgenoms,
bei dem die beiden Leseraster 4 und 5 („coat protein“ und „movement protein“) durch einen
Adapter ersetzt worden waren, der die Schnittstellen AscI und NotI enthielt. Zur Überexpression in
Pflanzen wurden in den Amplikonvektor pVL2 ppc-Gene unterschiedlicher Herkunft kloniert.
Neben den bereits früher unter Kontrolle des 35S-Promotors erfolgreich in Pflanzen exprimierten
bakteriellen ppc-Genen aus Escherichia coli (eppc) und Corynebacterium glutamicum (cppc),
wurde auch das ppc1-Gen aus Solanum tuberosum (stppc) in den Amplikonvektor kloniert (Gehlen,
1997; Gehlen et al., 1996; Rademacher, 1996). Um die codierenden Sequenzen der Gene mit den
für die Klonierung in pVL2 notwendigen Schnittstellen, AscI und NotI, zu versehen, wurden die
ppc-Genen zunächst in den eigens hierfür konstruierten Vektor pBLad subkloniert. Grundlage des
Klonierungsvektor pBLad war pBluescriptII KS(-), in dessen multipler Klonierungsstelle ein Teil
durch einen EcoRI-NotI-Adaptors ersetzt worden war (Abb. 3). In die modifizierte
Klonierungsstelle konnten nun über SmaI sämtliche Gene als Fragmente mit glatten Enden (“blunt“)
so einkloniert werden, dass sie von den beiden seltenen Schnittstellen AscI und NotI flankiert
wurden. Die codierenden Sequenzen der Gene wurden aus bereits vorhandenen Plasmiden
entnommen (2.4). Das cppc-Gen wurde als DraI-SalI-Fragment (3034 bp) aus pUC-ppcIIA, das
eppc–Gen als EcoRI-SmaI-Fragment (2669 bp) aus pTrc-ppc und das stppc–Gen als NcoI-BspHI-
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Fragment (2953 bp) aus pTrc-stppc isoliert. Zur späteren Überprüfung der Amplikon-Expression
wurde GFP als Reportergen eingesetzt. Hierzu wurde die Sequenz der GFP-Mutante mGFP4(S65C)
als NcoI-BamHI-Fragment (719 bp) aus pCK-GFP-S65C isoliert. Die isolierten Fragmenten
wurden, nachdem die Einzelstrangüberhänge mit Hilfe des Klenow-Fragmentes aufgefüllt worden
waren, in SmaI-restringierten pBLad einligiert. Durch Restriktionsanalysen wurden die Plasmide
identifiziert, bei denen die Gene so integriert waren, dass sich die AscI-Schnittstelle stromaufwärts
des Startcodons befand. Aus den pBLad-Zwischenkontrukten wurden die Gene dann über AscI und
NotI isoliert, und in AscI/NotI-restringierten pVL2 umkloniert. Für Klonierungen mit dem Vektor
pVL2 wurde der Bakterienstamm JM109 eingesetzt, da nur in diesem die Integrität der viralen
cDNA gewährleistet war (Prüfer et al., 1995). Die resultierenden binären Vektoren wurden mit
pVL-eppc, pVL-cppc, pVL-stppc und pVL-GFP bezeichnet (Abb. 4).
         AATTCGGCGCGCCCGGGC        BLUE5‘
             GCCGCGCGGGCCCGCCGG    BLUE3‘
pBLad
2942 bps
Asc I,1
Sma I,7
Not I,12
Sac II,22
Ecl 136II,30
Pvu II,156
Ssp I,243
Bsp HI,763
Ssp I,796
HIBsp,1771
IIIAfl,2491
IIPvu,2669
ISal,2910
dIIIHin,2925
RVEco,2931
RIEco,2937
f1 (-) ori
bla
ColE1 ori
Abb. 3: Plasmidkarte des Vektors pBLad
Dargestellt sind wichtige Bereiche und Schnittstellen. Oberhalb der Karte ist die Sequenz des durch
Hybridisierung der beiden Oligonukleotiden BLUE5‘ und BLUE3‘ gebildete Adapter angegeben.
f1(-) ori: Replikationsursprung für DNA-Einzelstrangsynthese
bla: β-Lactamase-Gen (Ampr)
ColE1 ori: Replikationsursprung
Abb. 4: Plasmidkarten der Amplikon-Vektoren mit ppc-Genen.
eppc, cppc, stppc: codierende Sequenzen von unterschiedlichen ppc-Genen (siehe Text)
GFP: codierende Sequenz des mGFP4(S65C)-Gens 
P35S: 35S-Promotor aus CaMV
CABYV5‘/3‘: 5‘- und 3‘-Sequenzbereiche der CABYV-cDNA
RK2 ori / oriT: Replikationsursprung / Replikationsursprung für Plasmidtransfer
LB und RB: linke und rechte Bordersequenzen des Nopalin-Ti-Plasmids pTiT37
nptIII: codierende Sequenz des Neomycin-Phosphotransferase-Gens
Pnos: Promotor des Nopalinsynthase-Gens
hpt: codierende Sequenz des Hygromycin-Phosphotransferase-Gens
pAg7: Polyadenylierungs-/Terminationssequenz des Gen 7 aus A. tumefaciens
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pVL-cppc
19743 bps
Asc I,1
Hin dIII,1345
Pst I,1702
Pst I,1801
Hin dIII,1837
Pst I,2185
Not I,3050
Pst I,4470
Hin dIII,4482
Pst I,5452
IPst,10925
IPst,17889
dIIIHin,19393
cppc
CABYV3'
Pnos
hpt
pAg7
RB
oriT
RK2 ori
nptIII
LB
P35S
CABYV5'
pVL-eppc
19374 bps
Asc I,1
Pvu II,540
Pvu II,1581
Not I,2681
Pvu II,3889
Pst I,4101
Hin dIII,4113
Pvu II,4341
Pst I,5083
Pvu II,5879
IPst,10556
IIPvu,10659
IIPvu,14877
IIPvu,15334
IPst,17520
dIIIHin,19024
eppc
CABYV3'
Pnos
hpt
pAg7
RB
oriT
RK2 ori
nptIII
LB
P35S
CABYV5'
pVL-stppc
19662 bps
Asc I,1
Hin dIII,297
Pst I,1719
Pst I,2429
Hin dIII,2531
Pst I,2609
Not I,2969
Pvu II,4177
Pst I,4389
Hin dIII,4401
Pvu II,4629
Pst I,5371
Pvu II,6167
IPst,10844
IIPvu,10947
IIPvu,15165
IIPvu,15622
IPst,17808
dIIIHin,19312
stppc
CABYV3'
Pnos
hpt
pAg7
RB
oriT
RK2 ori
nptIII
LB
P35S
CABYV5'
pVL-GFP
17428 bps
Asc I,1
Pvu II,684
Not I,735
Pvu II,1943
Pst I,2155
Hin dIII,2167
Pvu II,2395
Pst I,3137
Pvu II,3933
Pst I,8610
Pvu II,8713
IIPvu,12931
IIPvu,13388
IPst,15574
dIIIHin,17078
GFP
CABYV3'
Pnos
hpt
pAg7
RB
oriT
RK2 ori
nptIII
LB
P35S
CABYV5'
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4.1.2 Herstellung und Analyse von Pflanzenlinien mit Amplikonexpressionsvektoren.
Die Übertragung der Amplikon-Konstrukten (pVL-cppc, pVL-eppc, pVL-stppc und pVL-GFP) in
Solanum tuberosum cv. Désirée erfolgte durch Infektion mit Agrobakterien. Dazu wurden mit den
pVL-Konstrukten zunächst Agrobakterien des Stammes C58C1 (pGV2260) mit Hilfe der „freeze
and thaw“-Methode transformiert. Der Nachweis der binären Vektoren in den transformierten
Agrobakterienklonen erfolgte durch Restriktionsanalysen mit isolierter Plasmid-DNA. Die
transformierten Agrobakterienklone wurden zur Transformation von Solanum tuberosum nach der
„Leaf disc“-Methode eingesetzt (Dietze et al., 1995). Auf Hygromycin-haltigem Medium wurde für
jedes der Gene eine Population von zehn Pflanzen regeneriert. Mittels PCR-Analysen wurde
überprüft, ob die regenerierten Linien das entsprechende Transgen enthielten. Aus der genomischen
DNA fast aller Linien konnte dabei mit den Primern pVL5 und pVL3, die das in das Amplikon
eingesetzte Gen flankierten, ein Produkt von erwarteter Größe amplifiziert werden (Daten nicht
gezeigt). Zur Bestimmung der Transgen-Expression wurde bei den drei Populationen (VL-Cg, VL-
Ec, VL-St) die spezifische PEPC-Aktivität ermittelt (3.4.2). Bei keiner transgenen Linien konnte
eine signifikante Erhöhung der PEPC-Aktivität gemessen werden. Innerhalb der VL-St-Population
wiesen die meisten der Linien sogar deutlich verminderte PEPC-Aktivitäten auf (Abb. 5). Um die
Möglichkeit auszuschliessen, dass die PEPCs zwar exprimiert wurden aber katalytisch nicht
funktional waren, wurden Western-Blot-Analysen (3.4.4) durchgeführt. Hierfür eigneten sich
jedoch nur die Linien mit bakteriellen ppc-Genen (VL-Cg, VL-Ec), da nur für die bakteriellen
PEPCs spezifische Antiseren zur Verfügung standen. Bei keiner Linie konnte bakterielles PEPC-
Protein nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt). Die fehlenden PEPC-Aktivitäten beruhten
demnach nicht auf inaktive Enzyme sondern auf einer fehlenden Expression der Gene.
Die mikroskopischen Untersuchungen der transgenen Linien, die zur Kontrolle der
Funktionsfähigkeit der Amplikon-Konstrukte als Reportergen GFP enthielten, lieferten ebenfalls
unerwartete Ergebnisse. Obwohl eigentlich alle Zellen der Pflanzen das GFP-Gen enthalten und
somit auch exprimieren sollten, konnten eine GFP-Fluoreszenz lediglich in einzelnen Zellen
beobachtet werden. Zellen, die GFP hoch exprimierten, fanden sich in allen untersuchten Organen,
wie Blättern, Stängel und Wurzel (Abb. 6). Die Verteilung der GFP-exprimierenden Zellen unterlag
keinem erkennbaren Muster, so dass ausgeschlossen werden konnte, dass die vereinzelte Expression
auf Chimärenbildung beruhte. Besonders hervorstechend war, dass bevorzugt in den Schließzellen
GFP-Expression auftrat, wobei häufig auch nur eine Schließzelle des Spaltöffnungsapparates GFP
exprimierte (Abb. 6A,B). Obwohl die GFP-Expression nur auf wenige Zellen beschränkt war, war
sie doch ein Beleg dafür, dass das virale Amplikon in den Pflanzen prinzipiell funktionsfähig war
und translatierbare RNA synthetisiert wurde. In einer Veröffentlichung, die zum Zeitpunkt der
Untersuchungen an den CABYV-Amplikon-Pflanzen erschien, wurden vergleichbare Effekte bei
der Verwendung eines anderen viralen Amplikons beschrieben (Angell und Baulcombe, 1997). Hier
führten Versuche, durch Integration des GUS-Reportergens in das PVX-Amplikon hohe GUS-
Expressionsraten in Tabakpflanzen zu erzielen, ebenfalls zu einer nur auf Einzelzellen beschränkten
Expression. In Pflanzen, die nur das PVX-Amplikon enthielten, war die Expression eines zusätzlich
eingebrachten GUS-Gens zudem unterdrückt, wenn dieses PVX-Sequenzen enthielt. Als Ursache
wurde von den Autoren vermutet, dass durch die Expression des PVX-Amplikons besonders
effizient “silencing” induziert würde. Da die Verwendung eines viralen Amplikon-Mechanismus
zur Überexpression von rekombinanten Proteinen in Pflanzen offensichtlich nicht geeignet war,
wurden die Arbeiten an diesem Projekt eingestellt.
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Abb. 5: PEPC-Aktivitäten in Linien mit Amplikon-Konstrukten.
Dargestellt sind die Ergebnisse von Linien, die mit pVL-stppc transformiert wurden. Geerntet
wurde jeweils das dritte Blatt von oben von mindestens 30 cm großen Pflanzen. Angegeben sind
Mittelwert ± SE (n=3; Wildtyp: n=6). Unterhalb der Grafik sind die Vielfachen im Vergleich zu der
PEPC-Aktivität des Wildtyps angegeben.
Abb. 6: GFP-Expression unter Kontrolle des viralen Amplikons.
Dargestellt sind konfokale Lasermikroskop-Aufnahmen von intakten Geweben der Kartoffellinie
VL-GFP 103 (Blattunterseite mit einzelnen exprimierenden Schließzellen A, Spaltöffnungsapparat
vergrößert B, einzelne Zelle in einem mehrzelligen Blatthaar C, einzelne Zelle der Wurzelrinde D)
A B
C D
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4.2 Expression von mutierten pflanzlichen ppc-Genen in Escherichia coli und C3-Pflanzen
Um die für den Ablauf eines C4-ähnlichen Stoffwechselweges nötigen Malatgehalte zu erreichen,
sollte als Alternative zu einer reinen quantitativen Erhöhung der PEPC versucht werden, eine in
ihren katalytischen und regulatorischen Eigenschaften verbesserte PEPC zu exprimieren. In diesem
Zusammenhang stellte sich die Frage, welcher PEPC-Typ (C4- ,C3- oder bakterielle Isoform) hierfür
am besten geeignet wäre. Zu Beginn der vorliegenden Arbeit standen die Gene der bakteriellen
PEPCs aus Corynebacterium glutamicum und Escherichia coli, sowie die cDNAs des stppc1-Gens
aus Solanum tuberosum und des ppcA-Gens (C4-Typ) aus Flaveria trinervia, beides dikotyle
Pflanzen, zur Verfügung (Becker, 1990; Eikmanns et al., 1989; Gehlen, 1997; Rademacher, 1996).
Aufgrund folgender Überlegungen wurde zur Erhöhung der PEPC-Aktivität in C3-Pflanzen der
Einsatz der kartoffeleigenen C3PEPC favorisiert: In allen bis dato durchgeführten Versuchen
wurden ausschließlich bakterielle und C4-Isoformen exprimiert, wodurch jedoch nur geringe
physiologische Veränderungen erzielt werden konnten (Becker, 1990; Gehlen et al., 1996;
Hudspeth et al., 1992; Kogami et al., 1994; Matsuoka und Sanada, 1991; Merkelbach, 1994). Die
Verwendung einer endogenen C3PEPC, vor allem einer mutierten, wäre somit ein völlig neuer
Ansatz, der zudem zur Aufklärung des Stoffwechsels von C3-Pflanzen beitragen könnte.
Grundsätzlich bietet die Expression eines der beiden pflanzlichen ppc-Gene (stppc1 bzw. ftppcA)
den Vorteil, dass die Codon-Zusammensetzung dieser Gene weitgehend der Codon-Nutzung von
Solanum tuberosum und Nicotiana tabacum entsprechen, während in den bakteriellen ppc-Genen
einige Codons gehäuft auftreten, die in diesen beiden Pflanzen nur selten genutzt werden
(Nakamura et al., 2000). So sind beispielsweise die drei Codons CTG, CCG und CGC, die für
Leucin, Prolin bzw. Arginin codieren, in allen bisher bekannten Genen von Solanum tuberosum zu
1,7% vertreten, in der E. coli-ppc dagegen stellen sie ca. 16% der Codons. Es wird angenommen,
dass das Vorkommen einzelner Codons im Genom eines Organismus die Verfügbarkeit der
zugehörigen tRNAs widerspiegelt, so dass die Translatierbarkeit eines Gens auch von seiner
Codon-Zusammensetzung abhängig sein kann (Knippers et al., 1990). So gibt es in der Literatur
einige Beispiele dafür, dass heterologe Gene stärker exprimiert werden konnten, wenn deren
Nukleotidsequenz an die Codon-Nutzung des Zielorganismus angepasst worden war (Chiu et al.,
1996; Fütterer und Hohn, 1996). Es war daher nicht auszuschließen, dass die seltenen Codons in
den bakteriellen ppc-Genen die Translationseffizienz der mRNA, und damit die Expressionsrate
vermindern könnten.
Die wichtigsten Auswahlkriterien waren vor allem die unterschiedlichen katalytischen
Eigenschaften der PEPC-Isoformen. So zeichnete sich die C3PEPC aus Solanum tuberosum durch
einen besonders niedrigen Km(PEP)-Wert von 0,09 mM (hohe Substrataffinität) aus (Merkelbach et
al., 1993). Die Km(PEP)-Werte der anderen zur Verfügung stehenden PEPCs waren deutlich höher:
C4PEPC aus Flaveria trinervia mit ungefähr 0,7 mM (Merkelbach, 1994; Svensson et al., 1997)
und die beiden bakteriellen PEPCs aus Corynebacterium glutamicum bzw. Escherichia coli mit
jeweils ca. 5 mM (Gehlen, 1997). Das im Cytoplasma von C3-Pflanzen zur Verfügung stehende
PEP wäre demzufolge entscheidend für die in vivo-Aktivität einer hier exprimierten PEPC. Über die
Höhe der PEP-Konzentration im Cytoplasma der beiden C3-Pflanzen, Solanum tuberosum und
Nicotiana tabacum, existierten jedoch keine genauen Informationen. Legt man die Annahme
zugrunde, dass sich die in vivo-Konzentration eines Substrates in der Umgebung eines Enzyms in
seinem Km-Wert für das Substrat widerspiegelt (Heinrich et al., 1991), ist eine grobe Abschätzung
der PEP-Konzentration möglich. Ausgehend von den Km(PEP)-Werten der PEPCs aus Solanum
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tuberosum und Nicotiana tabacum (0,09-0,1 mM (Wang und Chollet, 1993)) und dem Km(PEP)-
Wert eines weiteren cytosolischen Enzyms aus Nicotiana tabacum, der Pyruvatkinase, (0,07 mM
bei pH 7,6) (Knowles et al., 1998), läge demnach die cytoplasmatische PEP-Konzentration in
diesen Pflanzen bei ungefähr 0,1 mM. Diese Konzentrationen wären für die C4PEPC, und besonders
für die bakteriellen Enzyme suboptimal, wodurch empfindliche Einbußen der in vivo-Aktivität zu
erwarten wären.
Auch die unterschiedliche Sensitivität gegenüber Effektoren ist wichtig für die tatsächliche
Aktivität der jeweiligen PEPC-Isoform in C3-Pflanzen. Die Regulation der bakteriellen Isoformen
scheint in höchstem Maße an deren anaplerotischer Funktion für den Citrat-Cyclus ausgerichtet zu
sein. So ist Acetyl-CoA ein besonders starker Aktivator der bakteriellen PEPCs, der die Wirkung
von Inhibitoren (wie Aspartat und Malat) kompensieren kann (Cánovas und Kornberg, 1969;
Eikmanns et al., 1989; Yano und Izui, 1997). Wenn in der Bakterienzelle die Acetyl-CoA-
Konzentration aufgrund eines Mangels an Oxalacetat, dem Akzeptor für Acetyl-CoA im Citrat-
Cyclus, ansteigt, kann durch die direkte Aktivierung der PEPC die Nachlieferung von Oxalacetat
sichergestellt werden (Voet und Voet, 1992). In Gegenwart von Acetyl-CoA wurde für die
bakteriellen PEPCs aus E. coli und C. glutamicum eine deutliche Verringerung der Km(PEP)-Werte
auf 0,64 mM bzw. 0,77 mM ermittelt (Cánovas und Kornberg, 1969; Gehlen, 1997). Obwohl die
pflanzlichen C3PEPCs ebenfalls anaplerotische Aufgaben für den Citrat-Cyclus erfüllen sollen,
wurden sie nicht durch Acetyl-CoA aktiviert (Gehlen, 1997; Krömer et al., 1996). Die Ursache
hierfür könnte darin liegen, dass in Pflanzenzellen der Citrat-Cyclus, nicht wie bei Bakterien im
Cytoplasma, dem Wirkungsort der PEPC, sondern in einem separaten Kompartiment, dem
Mitochondrium, lokalisiert ist. Auch andere Stoffwechselwege, an denen Acetyl-CoA beteiligt ist,
laufen überwiegend nicht im pflanzlichen Cytoplasma ab: So erfolgt die Synthese der Fettsäuren
aus Acetyl-CoA hauptsächlich in den Plastiden, während der Fettsäure-Abbau in Glyoxysomen und
in Mitochondrien, wo auch aus Pyruvat Acetyl-CoA entsteht, stattfindet (Mohr und Schopfer, 1992;
Ohlrogge und Browse, 1995). Es ist daher fraglich, ob im Cytoplasma der Pflanzenzelle genügend
Acetyl-CoA vorhanden ist, um die inhibitorischen Effekte von Malat bzw. Aspartat auf eine hier
exprimierte bakterielle PEPC zu kompensieren. Durch die Malat/Aspartat-Hemmung läge der
größte Teil der bakteriellen PEPC möglicherweise in einer inaktiven Form vor, so dass selbst mit
hohen Expressionsraten keine signifikante Erhöhung des Malatgehaltes erfolgen könnte. Zwar
werden auch die pflanzlichen PEPCs stark durch Malat gehemmt, die Malatsensitivität kann jedoch
durch eine Phosphorylierung des Serins in dem N-terminal gelegenen Motiv
E/DR/KxxSIDAQL/MR deutlich reduziert werden (Chollet et al., 1996; Lepiniec et al., 1994). Wie
Untersuchungen an C4- und CAM-Pflanzen ergeben hatten, ist eine Aktivierung der PEPC durch
Phosphorylierung offenbar eine Voraussetzung für eine deutliche Erhöhung des Malatgehaltes. Bei
der C4PEPC aus Sorghum vulgare konnten durch Austausch des zu phosphorylierenden Serins
gegen Aspartat (S8D-Mutation) ähnliche Veränderungen der katalytischen Eigenschaften wie durch
eine authentische Phosphorylierung beobachtet werden (Duff et al., 1995; Wang et al., 1992): Eine
Verminderung der Malatsensibilität und des Km(PEP)-Wertes. Dass die Verbesserungen der
katalytischen Eigenschaften bei der SD-Mutante geringer ausfielen als bei einem phosphorylierten
Enzym, führten die Autoren darauf zurück, dass durch Phosphorylierung zwei negative Ladungen,
durch die Seitenkette des Aspartat jedoch nur eine negative Ladung am N-Terminus eingefügt
wurde. Aus diesen Untersuchungen ergaben sich völlig neue Aspekte im Hinblick auf die PEPC-
Überexpression in C3-Pflanzen zur Etablierung eines C4-Cyclus. Möglicherweise lässt sich auch in
C3-Pflanzen der Malatgehalt durch Überexpression einer PEPC nur dann erhöhen, wenn die
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zusätzliche PEPC phosphoryliert würde. Da in C3-Pflanzen jedoch nur eine geringe PEPC-Kinase-
Aktivität existierte (in Tabak um Faktor 10 niedriger als in Mais (Li et al., 1996)), und diese zudem
einer ausgeprägten metabolischen Kontrolle unterlag, war fraglich, ob die endogene Kinase-
Aktivität zur Aktivierung einer zusätzlich exprimierten pflanzlichen PEPC ausreichen würden. In
diesem Fall müsste sich durch Expression einer mutierten PEPC, die auch ohne Phosphorylierung
sehr aktiv wäre, eine höhere Malatproduktion erreichen lassen als mit den nativen Enzymen. Da
durch in vitro-Phosphorylierung von C3PEPCs ebenfalls die Malatsensitivität vermindert werden
konnte (Pacquit et al., 1993; Wang und Chollet, 1993), war zu vermuten, dass eine Mutation des zu
phosphorylierenden Serin zu Aspartat auch bei der StPEPC zu einer geringeren Malatsensitivität
führen würde. Gerade vor dem Hintergrund der geringen Kinase-Aktivitäten in C3-Pflanzen,
bestand die Chance, dass die Expression einer derart mutierten PEPC, die unabhängig von einer
endogen vermittelten Malat-Desensibilisierung wäre, eine deutliche Erhöhung des Malatspiegels
ermöglichen könnte.
Bei der Verwendung des eigenen stppc-Gens in Solanum tuberosum bestand jedoch die Gefahr,
dass eine ausreichende Transgen-Expression durch Auslösen von Cosuppression unmöglich sein
könnte. Auch die Expression in Nicotiana tabacum könnte durch Cosuppression blockiert werden,
da aufgrund der nahen Verwandtschaft das stppc-Gen zu dem Nicotiana tabacum-Gen noch zu
87 % homolog ist. Einen deutlich geringeren Homologiegrad zu den endogenen ppc-Genen von
Solanum tuberosum und Nicotiana tabacum besitzt jedoch das Flaveria trinervia-C4ppc-Gen mit 78
bzw. 77 %. Es finden sich in der Literatur Hinweise darauf, dass diese Homologienunterschiede
ausreichen könnten, um das Auslösen von „silencing“-Effekten zu vermeiden (Thierry und
Vaucheret, 1996). Bei Expressionsanalysen in Tabakpflanzen, die einen starken transgenen
„silencing“-Lokus enthielten, konnte beobachtet werden, dass ein Transgen mit einer 84 %iger
Homologie zu diesem „silencing“-Lokus inaktiviert wurde, ein Transgen mit einer Homologie von
76 % jedoch nicht. Da die Möglichkeit bestand, dass die Expression des stppc1-Gens durch
Cosuppression gefährdet sein könnte, wurde parallel auch das C4ppc-Gen aus Flaveria trinervia
(ppcA GenBank: X61304) in die Untersuchungen mit einbezogen. Von beiden Isoformen (C3- und
C4-Typ) sollten sowohl die native PEPC als auch eine Variante mit imitierter Phosphorylierung in
Solanum tuberosum und Nicotiana tabacum exprimiert werden. Die Funktionsfähigkeit und die
Eigenschaften der neuen ppc-Gene sollte im Vorfeld der Pflanzentransformation im bakteriellen
System untersucht werden.
4.2.1 Expression  in Escherichia coli
4.2.1.1 Klonierung von modifizierten ppc-Genen in prokaryotischen Expressionsvektoren
Aus Gründen der Vergleichbarkeit sollten jeweils nur die reinen codierenden cDNA-Sequenzen,
ohne die ursprünglichen UTRs, verwendet werde. Dazu wurden die codierenden Bereiche mittels
PCR mit flankierenden Restriktionsschnittstellen versehen (Abb. 8). Bei allen ppc-Gene wurde das
Startcodon in eine NcoI-Schnittstelle integriert, und hinter dem Stoppcodon eine SalI-Schnittstelle
angefügt (Abb. 8). Die ortsgerichtete Mutagenese des Codons für das phosphorylierbare Serin zu
einem Aspartatcodon wurde ebenfalls mit PCR durchgeführt. Da selbst durch Einsatz von
Polymerasen mit Fehlerkorrekturmechanismus (z.B. Pwo- und Pfu-DNA-Polymerase) Fehlerraten
von ca. 10-7 auftreten können, mussten PCR-bedingte Mutationen durch Sequenzierung
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ausgeschlossen werden. Um den Sequenzierungsaufwand zu minimieren, wurden die Genbereiche,
die durch PCR-Amplifikationen synthetisiert wurden, so kurz wie möglich gehalten. In der
Ursprungssequenz wurden dann mit geeigneten Restriktionsenzymen die entsprechenden Bereiche
gegen die PCR-Produkte ausgetauscht. Sämtliche Klonierungsschritte erfolgten in dem bakteriellen
Expressionsvektor pTrc99A (Abb. 8C). Dieser Vektor ermöglichte eine durch IPTG induzierbare
hohe Expression des klonierten Gens, wodurch die Funktionsfähigkeit der einzelnen ppc-Gene in
dem PEPC-defizienten E. coli-Stamm PCR1 überprüft werden konnten. Da mit diesem Stamm nur
geringe Transformationsraten erzielt wurden, und zudem dessen Endonuklease-Aktivität keine
DNA-Minipräparationen nach der „Boiling Prep“-Methode erlaubte, erfolgten die Amplifikation
der Expressionskonstrukte zunächst in dem Stamm DH5α. Die Identifikation von funktionsfähigen
Konstrukten erfolgte für jedes Gen nach dem gleichen Schema: Aus mindestens drei DH5α-Klonen,
in denen nach Transformation mit dem Ligationsansatz durch Plasmid-Restriktionsanalysen mit
NcoI und SalI das gesuchte Konstrukt nachgewiesen werden konnte, wurde Plasmid-DNA isoliert,
und getrennt für die Transformation von PCR1-Zellen verwendet. In Komplementationsanalysen
auf Minimalmedien wurde dann auf Plasmide mit funktionsfähigem Gen selektiert. Aus
Bakterienklonen, die Wachstum zeigten, wurden anschließend die Plasmide isoliert und durch
Sequenzierung überprüft.
Klonierung des C3ppc–Gens aus Solanum tuberosum:
Als Ausgangsplasmid und Template für die PCR wurde pTrc-stppc (Rademacher, 1996) verwendet,
da das Startcodon des stppc1-Gens (2895 bp; 965 AS) hier bereits in einer NcoI-Schnittstelle
vorlag. Die Generierung einer SalI-Schnittstelle hinter dem Stoppcodon erfolgte durch
Amplifikation eines 471 bp großes Fragment mit der Primerkombination 15/Flaveria trinervia3
(Abb. 8). Nach Doppelverdau mit SalI und StuI, wurde das 147 bp große 3‘-Ende in den SalI/StuI
restringierten Vektor pTrc-stppc einligiert. Das Plasmid wurde als pTrcSt bezeichnet(Abb. 9). Die
Mutation des Serincodons zu einem Aspartatcodon erfolgte in zwei Schritten: Mit der
Primerkombination TR1/S11D wurde ein 57 bp Produkt amplifiziert, das mit NcoI und PvuII
verdaut wurde. Das resultierende 46 bp-Fragment wurde in einen NcoI/SmaI verdauten pTrc99A
ligiert, um das Plasmid pTrcSt(S11D)5‘ zu erhalten. In einem zweiten Schritt wurde dann das 5‘-
Ende des stppc-Gens in pTrcSt gegen das mutierte 5‘-Ende ausgetauscht. Dazu wurde pTrcSt mit
ClaI im stppc-Gen geschnitten, die Einzelstrangüberhänge mit Mung Bean Nuklease (MBN)
entfernt und abschließend mit HpaI im Vektor pTrc99A restringiert. Durch Einsetzen des 564 bp
großen HpaI/EcoRV aus pTrcSt(S11D)5‘ resultierte das Plasmid pTrcSt(S11D) (Abb. 9). Analog
wurde das stppc-Gen mit dem 5‘-Ende des ftppc-Gens aus pTrcFt(S11D)5‘ versehen, woraus
pTrcSFt(S11D) resultierte (Abb. 9). Da die Selektion auf Komplementation beruhte, wurde auch ein
mutiertes stppc-Gen erhalten, das, wie spätere Sequenzierungen ergaben, zusätzliche Mutationen
aufwies. Möglicherweise durch PCR-Fehler waren bei dieser PEPC stromaufwärts der
Phosphorylierungsstelle drei Aminosäuren (Glu-Lys-Leu) gegen ein Serin ausgetauscht (Abb. 7).
Da kürzlich für die C4PEPC aus Mais gezeigt werden konnte, dass das Fehlen der basischen
Aminosäure Lysin vor der Phosphorylierungsstelle die Malatsensitivität des Enzyms verminderte
(Ueno et al., 1997), wurde auch dieses Konstrukt unter der Bezeichnung pTrcSt(S9D) in weitere
Analysen einbezogen (Abb. 9).
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Klonierung eines C4ppc-Gens aus Flaveria trinervia:
Als Quelle für ftppcA (2898bp; 966 AS) diente das Plasmid pSSPF (Becker, 1990). Die Integration
der beiden flankierenden Restriktionsschnittstellen in dieses Gen erfolgte in drei Schritten (Abb. 8).
Zunächst wurde mit der Primerkombination 15/Flaveria trinervia3 das 3‘-Ende (477 bp)
amplifiziert. Nach Verdau mit BamHI und SalI wurde das 187 bp-Fragment in ebenso verdauten
pTrc99A einligiert, woraus sich pTrcFt3‘ ergab. Zur Vervollständigungen des Gens wurde nun der
5‘-Bereich (2763 bp) über EcoRI und BamHI aus pSSPF isolierte und in den EcoRI/BamHI
geschnittenen pTrcFt3‘ eingesetzt. Diese Konstrukt wurde mit pTrcFt(NcoI-) bezeichnet. Um die
NcoI-Schnittstelle einzufügen, wurden die PCR-Produkte der 5‘-Enden (original bzw. mutiert)
ebenfalls zunächst in pTrc99A subkloniert. Die mit den Primerkombinationen Flaveria
trinervia5/17 bzw. FtS11D/17 erhaltenen PCR-Produkte (327 bp und 320 bp) wurden jeweils als
NcoI/HincII-Fragment (249 bp) in NcoI/SmaI geschnittenen pTrc99A ligiert. Die resultierenden
Plasmide erhielten die Bezeichnungen pTrcFt5‘ und pTrcFt(S11D)5‘. Die Endkonstrukte pTrcFt
respektive pTrcFt(S11D) (Abb. 9) wurden durch Einklonieren des 3‘-Endes aus pTrcFt(NcoI-) in
pTrcFt5‘ und pTrcFt(S11D)5‘ erhalten. Dazu wurde pTrcFt(NcoI-) partiell mit HindIII geschnitten,
das 2834 bp-Fragment isoliert und in die ebenfalls HindIII geschnittenen und dephosphorylierten
Vektoren einligiert.
Die durch Sequenzierung erhaltenen Nukleotidsequenzen im 5‘Bereich der ppc-Gene sind in
folgender Abbildung zusammengefasst.
 stppc  ATGGCTACGAGGAATTTGGAGAAACTTGCATCGATTGATGCACAGTTGAGGCAATTGGTG
 stppc(S11D)  ATGGCTACGAGGAATTTGGAGAAACTTGCAGATATTGATGCACAGTTGAGGCAATTGGTG
 sftppc(S11D) ATGGCTAACCGGAATGTGGAGAAATTAGCAGATATTGATGCACAGTTGAGGCAATTGGTG
  stppc(S9D)  ATGGCTACGAGGAATCTG-AGC-----GCAGATATTGATGCACAGTTGAGGCAATTGGTG
 ftppc  ATGGCTAACCGGAATGTGGAGAAATTAGCATCGATCGATGCTCAGTTGAGGCTTTTAGTC
 ftppc(S11D)  ATGGCTAACCGGAATGTGGAGAAATTAGCAGATATCGATGCTCAGTTGAGGCTTTTAGTC
  StPEPC M A T R N L E K L A S I D A Q L R Q L V  (965 AS; 110,3 kDa)
  StPEPC(S11D) M A T R N L E K L A D I D A Q L R Q L V  (965 AS; 110,3 kDa)
  SFtPEPC(S11D) M A N R N V E K L A D I D A Q L R Q L V  (965 AS; 110,3 kDa)
  StPEPC(S9D) M A T R N L  S  A D I D A Q L R Q L V  (963 AS; 110,0 kDa)
  FtPEPC M A N R N V E K L A S I D A Q L R L L V  (966 AS; 110,4 kDa)
  FtPEPC(S11D) M A N R N V E K L A D I D A Q L R L L V  (966 AS; 110,4 kDa)
Abb. 7: DNA- und abgeleitete Aminosäuresequenzen des 5‘-Bereiches der ppc-Gene
Dargestellt sind die ersten 60 bzw. 54 Nukleotide der pTrc 99A klonierten ppc-Gene. Von der
jeweils zugehörigen Originalsequenz abweichende Basen sind fett hervorgehoben. In den
abgeleiteten Aminosäuresequenzen sind von der zugehörigen Originalsequenz abweichende
Aminosäuren fett hervorgehoben. Die Konsensus-Sequenz des Phosphorylierungsmotivs ist
eingerahmt, das phosphorylierbare Serin invers gedruckt. Rechts sind die Gesamtgrößen und die
errechneten Molekulargewichte angegeben.
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Abb. 8: Übersicht zur Klonierungsstrategie von stppc und ftppc in pTrc99A.
Eingezeichnet ist die Lage von Primern und Restriktionsschnittstellen, die für die Modifizierungen
von stppc A und ftppc B verwendeten wurden. Unterhalb der Template-DNA sind jeweils die
resultierenden PCR-Produkte mit einigen Schnittstellen verzeichnet.
C: Plasmidkarte von pTrc99A mit wichtigen Funktionen und Schnittstellen.
Ptrc: regulierbarer trc-Promotor; 5S: Sequenz der 5S-RNA; rrnBT1T2: Transkritionsterminatoren;
bla: β-Lactamase-Gen; pBR322 ori: Replikationsursprung; lacIq: Promotorrepressor-Gen
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Abb. 9: Plasmidkarten der pTrc-Konstrukte mit verschiedenen ppc-Genen.
Ptrc: regulierbarer trc-Promotor; 5S: Sequenz der 5S-RNA; rrnBT: Transkritionsterminatoren;
bla: β-Lactamase-Gen; pBR322 ori: Replikationsursprung; lacIq: Promotorrepressor-Gen
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4.2.1.1.1 Klonierung von ppc-Genen mit 6×His-Sequenz
In Pflanzen sollte die Expression der rekombinanten ppc-Genen mittels Immunodetektion überprüft
werden können. Für die Identifizierung der FlaveriaPEPC stand bereits ein spezifischer Antikörper
zur Verfügung (2.7)(Merkelbach, 1994). Das vorhandene Anti-Solanum-PEPC-Serum ermöglichte
zwar eine Detektion der Solanum-PEPC (Panstruga, 1996), bot aber keine
Differenzierungsmöglichkeit zwischen transgenem und endogenem, kartoffeleigenem Enzym. Eine
weit verbreitete Methode zur selektiven Aufreinigung und Immunodetektion von rekombinanten
Proteinen ist die Expression des Proteins in Fusion mit einem Hexapeptid aus Histidinen (6×His-
tag). Dieses Hexapeptid lässt mit hochspezifischen Antikörpern detektieren (Pogge von Strandmann
et al., 1995). Um eine spezifische Detektion der rekombinanten Solanum-PEPCs zu ermöglichen,
wurden diese mit einem 6×His-tag versehen. Die Fusion des 6×His-tags erfolgte am
Carboxyterminus, um Auswirkungen auf die Phosphorylierungsstelle, die ja nur elf Aminosäuren
vom Aminoterminus entfernt liegt (Abb. 7), auszuschließen. Aus Gründen der Vergleichbarkeit
wurden auch die rekombinanten FlaveriaPEPCs mit einem His-tag versehen. Die Sequenz des His-
tags wurde in Form eines AgeI-PstI-Adapters in die ppc-Gene eingefügt.
AgeI      PstI
 5‘-CCGGT CAT CAC CAT CAC CAT CAT TAGTCGACGTTAACTGCA-3‘   his5
     3‘-A GTA GTG GTA GTG GTA GTA ATCAGCTGCAATTG-5‘       his3
   SalI       HpaI
Abb. 10: Sequenz des 6×His Adapters
Eingezeichnet sind die Überhänge und Schnittstellen im Adapter. Die Codons für die sechs
Histidine sind unterstrichen. Der Adapter wurde durch Hybridisierung äquimolarer Mengen der
beiden Oligos his5 und his3 erhalten.
Der Adapter wurde zunächst in pTrcFt kloniert, da hier die Schnittstellen für AgeI und PstI jeweils
nur einmal vorhanden waren (Abb. 9). Durch die in den Adapter integrierte HpaI- Schnittstelle
konnten durch Restriktionsanalysen mit HpaI leicht die Klone identifiziert werden, die das gesuchte
Plasmid pTrcFthis enthielten. Die korrekte Integration der 6×His-Sequenz in pTrcFthis konnte
durch Sequenzierung bestätigt werden. Aus pTrcFthis wurde dann die His-tag-Sequenz
ausgeschnitten und in die Vektoren mit den übrigen fünf ppc-Genen einkloniert. Dazu wurde die
6×His-Sequenz zusammen mit Vektorsequenzen aus pTrcFthis über AgeI (im Gen) und NdeI (im
Vektor) als 2405 bp Fragment isoliert, und separat mit den jeweils ca. 4600 bp großen AgeI-NdeI-
Fragmente der übrigen ppc-Vektoren ligiert (Abb. 9). Als Bezeichnungen erhielten die so
konstruierten Vektoren, wie pTrcFthis, den Zusatz „his“ (Plasmidkarten nicht dargestellt). Mit allen
sechs His-Konstrukten wurden PCR1-Zellen transformiert. Zur Überprüfung der Funktionsfähigkeit
der PEPCs mit His-tag wurden mit Extrakten aus Induktionskulturen PEPC-Aktivitätstests
durchgeführt. Im Vergleich zu parallel kultivierten Bakterienklonen mit pTrc-Konstrukten, die die
gleichen ppc-Gene ohne His-tag exprimierten, konnte in den Bakterien mit His-Konstrukten fast
keine PEPC-Aktivitäten festgestellt werden (Abb. 11)
In PCR1-Zellen mit pTrc-Konstrukten ohne His-tag-Sequenz konnten jedoch deutliche PEPC-
Aktivitäten nachgewiesen werden. Bei allen Klonen konnte durch IPTG eine Steigerung der PEPC-
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Aktivität induziert werden, womit bestätigt wurde, dass die gemessenen Aktivitäten aus der
Expression einer rekombinanten PEPCs mittels trc-Promotor resultierten. Sowohl uninduziert als
auch induziert waren die Aktivitäten in den Klonen mit C3PEPCs ungefähr gleich. Auch die
spezifischen Aktivitäten der Klone mit den beiden C4-Varianten lagen auf ähnlichem Niveau.
Auffällig waren jedoch die Unterschiede zwischen C3- und C4-Konstrukten. Sowohl uninduziert als
auch induziert wurden durch Expression der C3-Enzyme durchweg höhere spezifische Aktivitäten
erreicht. Während ohne Induktion die Aktivitäten in den Bakterien mit C3PEPCs ungefähr viermal
so hoch waren, wie mit C4PEPCs, ergaben sich nach IPTG-Induktion wesentlich geringere
Unterschiede von nur etwa 30 %.
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Abb. 11: Einfluss des 6xHis-tags auf die PEPC-Aktivität.
Dargestellt sind Daten einer repräsentativen Versuchsreihe, bei der alle PEPCs unter
Standardbedingungen (siehe 3.4.1) parallel exprimiert wurden.. Die Aktivitätsmessungen wurde im
Standardpuffer mit 5 mM PEP durchgeführt (3.4.2).
Zusätzlich wurden die Bakterienklone mit His-tag-Konstrukten auch in Komplementationstests
untersucht. Hierbei konnte bei keinem Klon Wachstum auf Minimalmedium festgestellt werden
(Daten nicht gezeigt). Zur Klärung der Frage, ob die fehlenden PEPC-Aktivitäten in den Klonen mit
den His-Konstrukten möglicherweise auf mangelnde Expression der Gene beruhte, wurden mit den
Proteinextrakten Western-Blot-Analysen durchgeführt.
Die Detektion der PEPCs mit dem Anti-Solanum-PEPC-Serum belegte, dass die StPEPCs mit bzw.
ohne His-tag etwa gleich stark exprimiert wurden (Abb. 12A). Der spezifische Nachweis der
Banden mit dem Penta-His-Antikörper auf Höhe der PEPC (ungefähr 110 kDa) bestätigte zudem
die korrekte Fusion der PEPC mit dem His-tag (Abb. 12B). Vergleichbare Ergebnisse ergaben auch
Western-Blot-Analysen mit Bakterienklonen, die mit pTrcFt bzw. pTrFthis transformiert worden
waren (Daten nicht gezeigt). Die geringen Enzymaktivitäten in den Bakterien beruhten demnach
nicht auf mangelhafter Expression der PEPCs mit His-tag. Die carboxyterminale His-tag-Fusion
musste demnach für die Inaktivierung der PEPCs verantwortlich sein. Da es wahrscheinlich war,
dass der inaktivierende Effekt des C-terminalen His-tags auch bei einer Expression in Pflanzen
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auftreten würde, wurde auf eine Verwendung der ppc-Gene mit 6×His-Sequenz zur
Pflanzentransformation verzichtet.
      A           B
   1     2     3     4      5     6     7     8
-205
-116
-97
   1     2      3     4      5     6     7     8
-205
-116
-97
Abb. 12: Western-Blot-Analyse von mit pTrcSt und pTrcSthis transformierten PCR1-Zellen.
Die 3-stündige Induktionsphase erfolgte ohne, mit 1 mM und mit 2 mM IPTG. In zwei parallelen
7%igen SDS-PAA-Gel wurden pro Spur 3 µg Proteinextrakt aufgetrennt und auf Nitrocellulose
geblottet. Die Detektion erfolgte mittels Anti-Solanum-PEPC-Serum (1:2000) A bzw. Penta-His-
Antikörper (1:2000) B und den entsprechenden sekundären Antikörpern (2.7). Rechts sind jeweils
die molekularen Massen (kDa) angegeben. Die StPEPC-spezifischen Banden sind mit Pfeilen
markiert.
1: PCR1(pTrcSt)
2: PCR1(pTrcSt) 1 mM IPTG
3: PCR1(pTrcSt) 2 mM IPTG
4: PCR1(pTrc99A)
5: Größenstandard „SDS-6H“
6: PCR1(pTrcSthis) 1 mM IPTG
7: PCR1(pTrcSthis)
8: PCR1(pTrcSthis) 2 mM IPTG
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4.2.1.1.2 Klonierung von chimären ppc-Genen
Da ein konservierter Carboxyterminus offensichtlich für eine funktionsfähige PEPC unerlässlich
war, wurde darauf verzichtet, Fusionsproteine mit anderen immunologisch detektierbaren Peptiden,
wie zum Beispiel einen c-myc-tag, herzustellen. Um dennoch rekombinante StPEPCs zu erhalten,
die sich immunologisch von dem endogenen Originalenzym unterschieden, wurde der Bereich der
FtPEPC in die StPEPCs integriert, der zur Herstellung eines spezifischen Anti-F. trinervia-PEPC-
Serum eingesetzt worden war (Merkelbach, 1994). Das zur Immunisierung verwendete Flaveria-
spezifische Oligopeptid von 40 Aminosäuren unterschied sich von dem korrespondierenden Bereich
der StPEPC in 11 Aminosäurenpositionen (Abb. 14). Dank der hohen Homologie auf DNA-Ebene,
konnten in beiden Genen (ftppc und stppc) flankierende Schnittstellen gefunden werden, die es
erlaubten den entsprechenden DNA-Bereich in Form von 123 bp großen PmaCI/BstEII-Fragmenten
auszutauschen (Abb. 13).
NcoI
ClaI
PmaCI
NcoI
BstEII NcoI ClaI
StuI
SalI
stppc
NcoI
HindIII HindIII BstEII
PmaCI
BstEII
SalI
NcoI
BstEII
BstEII
HindIII
SalI
ftppc
Abb. 13: Übersicht zur Klonierung von stppc-C4 und ftppc-C3 in pTrc99A.
Eingezeichnet ist die Lage der PmaCI/BstEII-Fragmente, die zwischen den beiden Isoformen
ausgetauscht werden sollte.
 StPEPC 382 ERARQLLGHGYSEIPEEATYTNIEQFLEPLELCYRSLCAC 421
            ::.: ::  : :.::.:: :::.:: ::::::::::::.:
 FtPEPC 381 ERSRHLLVDGKSDIPDEAVYTNVEQLLEPLELCYRSLCDC 420
Abb. 14: Vergleich der von den PmaCI/BstEII-DNA-Fragmenten codierten Aminosäuren.
Abweichende Aminosäuren sind fett hervorgehoben, zwei Punkte markieren identische und ein
Punkt ähnliche Seitenketten. Das zur Immunisierung eingesetzte Peptid ist eingerahmt.
Innerhalb der pflanzlichen PEPCs zeigt dieser Bereich, der ca. 200 AS von dem aktiven Zentrum
entfernt in der aminoterminalen Hälfte des Enzyms liegt, im Vergleich zu den angrenzenden
Sequenzen eine sehr hohe Variabilität (Abb. 15). Aus dem Sequenzvergleich wurde deutlich, dass
in diesem Bereich sämtliche C4PEPCs die geringsten Homologien zu der StPEPC aufwiesen. Der
gleiche Bereich der C4PEPC von F. trinervia besaß zudem größere Homologien zu den C3PEPCs
als zu den anderen C4PEPCs, so dass in diesem Bereich offenbar keine generellen C4-spezifischen
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Motive vorzuliegen schienen. Da in der Literatur zudem bisher keinerlei Hinweise auf besondere
Funktionen in diesem Enzymbereich existieren (Chollet et al., 1996; Gao und Woo, 1996), war
nicht anzunehmen, dass sich die Eigenschaften der S. tuberosumPEPC durch Austausch der 11
Aminosäuren wesentlich verändern würden. Als Kontrolle sollten im Gegenzug die beiden
klonierten FtPEPCs den korrespondierende Proteinbereich der StPEPC erhalten.
 S.tub dC3  370LGDVRDKLYQTRERARQLLGHGYSEIPEEATYTNIEQFLEPLELCYRSLCACGD423
 G.max dC3  371..E..NR.......S.H..A....D....E.F..V.E.................424
 M.sat dC3  370..E......R....S.Y..A...C.......F..VDE.................423
 S.hyb mC3  370.S.......N......H..AS.F........F.DV...................423
 S.bic mC3R 365.........Y....S.H..SS.I........F..V...................418
 N.tab dC3  396..............T..M.A..I.D...D...N.V...............E...422
 F.pri dC3  370.........N....S.H..A..I.D.....V...V...............D...423
 M.cry dC3  362.........N....S..M.S..V.D...D....SL...........G.......415
 G.max dC3R 371..E...R.......S.H..SN...D......F..V.E...S.............424
 P.sat dC3  370..H......R....S.Y..A....D....D.F..FDE.............F...423
 Z.may mC3  371.S.......N....S.E..SS.H.D......L..V..L................424
 S.bic mC3  364.S.......N....S.E..SS.H.D......L.TV..L................417
 M.cry dCAM 370.A.......Y....S....ASEV....V...F.E.D..................423
 P.abi gC3  369.........N....T....SN.I.D....V.F...DE.............ST..422
 F.tri dC4  369.........N....S.H..VD.K.D..D..V...V..L............D...422
 S.bic mC4  366..A......N......H..AT.F...S.D.VF.K..E.........K...E...419
 F.aus dC4  369.........N....S.H..VD.K.D..DK.V...V..L............D...422
 F.tri dC4  370.........N....S.H..VD.K.D..D..V...V..L............DS..423
 A.hyp dC4  369.........N...H.HK..AN.S.DV...S.F.H.D..........K....S..422
 Z.may mC4  375..H......N......H..AS.V...SA.SSF.S..E.........K...D...428
Abb. 15: Sequenzvergleich pflanzlicher PEPC im Bereich von Position 370-423.
Erfasst sind alle in der Datenbank SwissProt vorhandenen pflanzlichen PEPC (Stand Feb. 2000).
Die Sortierung reflektiert den Homologiegrad zu dem eingerahmten zum Austausch vorgesehenen
Bereich der S. tuberosumPEPC.
Zunächst wurde aus pTrcFt das 123 bp PmaCI/BstEII-Fragment isoliert (Abb. 9). Aus pTrcSt bzw.
pTrcSt(S9D) wurde das entsprechende 123 bp PmaCI/BstEII-Fragment durch Restriktion mit
PmaCI gefolgt von einem partiellen BstEII-Verdau entfernt (Abb. 9). Die Vektorfragmente (6914
bp bzw. 6908 bp) wurden isoliert, die Enden dephosphoryliert und mit dem Fragment aus pTrcFt
ligiert. Die gesuchten Produkte konnten durch Restriktionsanalysen mit NcoI identifiziert werden,
da sich im Unterschied zu dem stppc-Gen in dem 123 bp-Fragment aus dem ftppc-Gen keine NcoI-
Schnittstelle befand. Als Kennzeichnung, dass diese stppc-Gene Sequenzen aus dem C4-Gen von
F. trinervia enthielten, wurden die Plasmide mit pTrcSt-C4 und pTrcSt(S9D)-C4 bezeichnet
(Plasmidkarten nicht abgebildet). Nach Transformation von PCR1-Zellen, konnte durch
Komplementations- und Aktivitätstests die Funktionsfähigkeit der stppc-Gene mit ftppc-Anteilen
bestätigt werden. Die Konstrukte pTrcSt(S11D) und pTrcSFt(S11D) wurden nicht mit der Flaveria-
Sequenz versehen, da erste Enzymtests ergeben hatten, dass von den in der Phosphorylierungsstelle
mutierten StPEPCs die S9D-Mutante die geringste Malatsensitivität aufwies (siehe4.2.1.2).
In beide ftppc-Gene (original und S11D) wurde umgekehrt das 123 bp großes PmaCI/BstEII-
Fragment gegen das korrespondierende PmaCI/BstEII-Fragment aus stppc ausgetauscht. Die
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Vektoren pTrcFt und pTrcFt(S11D) wurden zunächst mit PmaCI linearisiert und anschließend
partiell mit BstEII verdaut. Die 6917 bp großen Vektorfragmente wurden isoliert, dephosphoryliert
und jeweils mit dem 123 bp Fragment aus pTrcSt ligiert. Die Identifizierung erfolgte durch
Restriktionsanalysen mit NcoI. Die Vektoren wurden mit pTrcFt-C3 und pTrcFt(S11D)-C3
bezeichnet (Plasmidkarten nicht abgebildet). Die Funktionsfähigkeit der chimären ftppc-Gene
wurde durch Aktivitätstests mit und ohne Induktion der Expression in der Mutante PCR1 bestätigt.
In Western-Blot-Analyse wurde überprüft, ob mit dem Anti-Flaveria-PEPC-Serum die gewünschte
Differenzierung zwischen StPEPC mit und ohne Flaveria-Bereich durchgeführt werden konnte. Aus
Abb. 16A wird deutlich, dass mit dem Anti-Flaveria-PEPC-Serum nur die StPEPCs mit Flaveria-
Bereich detektiert werden konnten (Spuren 1, 3 und 5), während mit dem Anti-Solanum-PEPC-
Serum (Abb. 16B) die FtPEPC erkannt wurde (Spur 8). Aus beiden Western-Blots geht zudem
hervor, dass die verschiedenen PEPCs in E. coli annähernd gleich hoch exprimiert wurden. Bereits
früher festgestellte Unterschiede in den spezifischen Aktivitäten von FtPEPC und StPEPC
(4.2.1.1.1) beruhten demnach nicht auf unterschiedlichen Expressionsraten. Zusätzlich zu den 110
kDa PEPC-Banden wurden weitere Banden detektiert. Da diese zusätzlichen Banden bei der
Verwendung beider Seren auftraten, war anzunehmen, dass diese keine PEPC-
Degradationsprodukte darstellten, sondern auf unspezifische Bindungen der primären bzw.
sekundären Antiseren mit bakteriellen Proteinen beruhten. Bei einer Expression in Solanum
tuberosum sollte es somit möglich sein, die StPEPCs mit Flaveria-Bereich (StPEPC-C4 und
StPEPC(S9D)-C4 ) von den endogenen Enzym unterscheiden zu können.
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Abb. 16: Western-Blot-Analyse zum Nachweis des FtPEPC-Bereiches in StPEPC-C4.
In einem 7%igen SDS-PAA-Gel wurden pro Spur 3 µg Proteinextrakt von PCR1-
Induktionskulturen aufgetrennt und auf Nitrocellulose geblotet. Der Blot wurde in Spur 7 geteilt
und die PEPCs mittels Anti-Flaveria-PEPC-Serum (1:500) A bzw. Anti-Solanum-PEPC-Serum
(1:2000) B und den entsprechenden sekundären Antikörpern (2.7) detektiert. Rechts sind die
molekularen Massen (kDa) angegeben.
1/8: PCR1(pTrcFt) 2/9: Größenstandard „SDS-PAGE Broad Range“
3/10: PCR1(pTrcSt) 4/11: PCR1(pTrcSt-C4)
5/12: PCR1(pTrcSt(S9D)) 6/13: PCR1(pTrcSt(S9D)-C4)
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4.2.1.2 Charakterisierung der rekombinanten PEPCs
Vergleichende Untersuchungen im prokaryotischen System sollten klären, ob die katalytischen
Eigenschaften der C3- und C4PEPC durch die eingefügten Mutationen verbessert werden konnten.
Für die Analyse der enzymatischen Charakteristika der pflanzlichen PEPCs bot sich die
Verwendung von in E. coli exprimierten Enzymen an. Durch hohe induzierbare Expression können
ohne aufwendige Reinigungsschritte relativ hohe spezifische Aktivitäten erhalten werden. Dadurch
können besonders bei Aktivitätsmessungen mit Inhibitoren unter suboptimalen Bedingungen
Enzymmengen eingesetzt werden, die noch gut messbare Aktivitäten liefern. Die Expression in dem
PEPC-defizienten E. coli-Stamm PCR1 hat zudem den Vorteil, dass hier nur rekombinantes PEPC-
Protein vorliegt. Auch die Oligomerisierung der pflanzlichen PEPCs zu einem aktiven Tetramer
war in E. coli gewährleistet (Wang et al., 1992). Besonders wichtig für die Vergleiche zwischen
nativer PEPC und PEPC mit mutiertem Phosphorylierungsmotiv war, dass im prokaryotischen
System keine regulatorische Phosphorylierung erfolgte (Crétin et al., 1991; Duff et al., 1995;
Svensson et al., 1997). Auch die bei Extraktion aus Pflanzen häufig beobachtete proteolytische
Abspaltung des N-Terminus, inklusive des Phosphorylierungsmotivs (McNaughton et al., 1989),
fand in Bakterien offenbar nicht statt (Svensson et al., 1997).
4.2.1.2.1 Komplementationsanalysen
Bei den Komplementationstests (3.2.2), die im Zuge der Klonierung und Selektion der einzelnen
ppc-Gene durchgeführt worden waren, fiel bereits auf, dass in Abhängigkeit von dem exprimierten
ppc-Gen prägnante Unterschiede im Wachstum der Bakterienklone auftraten. In Tab. 1 sind die
Ergebnisse der Komplementationstests zusammengefasst, die für jedes Gen getrennt im Anschluss
an die Vektorkonstruktion erhalten wurden. Für einen direkten Vergleich des Wachstum wurde
abschliessend eine Komplementationsanalyse durchgeführt, bei der Zellsuspensionen gleicher
OD600 aufgetropft wurden (Abb. 17). Die Kontrollen zeigten hierbei das erwartete Verhalten. Der
Wildtyp W8 wuchs auf allen Medien, die kein Antibiotikum enthielten. Die PCR1-Mutante mit dem
leeren Expressionsvektor wuchs nur auf Vollmedium oder auf Minimalmedium mit Glutamat.
Verglichen mit dem PEPC-unabhängigen Wachstum auf mit Glutamat supplementiertem E0-
Medium, ergaben sich markante Wachstumsunterschiede in Abhängigkeit von der Herkunft der
exprimierten PEPC: Mit den C4PEPCs (Flaveria trinervia und Flaveria trinervia(S11D)) erfolgte
normales Wachstum (wie auf E0+Glu) erst durch Induktion der Genexpression durch IPTG. Die
Klone, die eine C3PEPC exprimierten, verhielten sich dazu völlig entgegengesetzt. Unabhängig von
durchgeführten Modifikationen ermöglichte bei den C3-Varianten bereits die schwache
Basalexpression des trc-Promotors das Wachstum auf Minimalmedium, während eine weitere
Steigerung der Expression durch Induktion zu einer deutlichen Wachstumshemmung führte.
Zwischen Bakterienklonen, die ppc-Gen gleichen Ursprunges (C3 bzw. C4) enthielten, konnten
keine Unterschiede im Wachstum beobachtet werden. Dass die C3-Formen bereits bei geringer
Expression die Mangelmutante komplementierten, wurde als Indiz dafür gewertet, dass die C3PEPC
bei den in E. coli herrschenden Bedingungen aktiver sein musste als die C4PEPC.
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Tab. 1: Zusammenfassung der Komplementationstests
Angegeben ist die Inkubationsdauer in Tagen bei 28°C, nach der auf den aufgeführten Medien
deutliches Wachstum beobachtet werden konnte. Als Kontrollen dienten die Mutante PCR1 mit
dem leeren pTrc99A und der Wildtyp W8. Den Beobachtungen liegen jeweils drei unabhängigen
Klonen zu Grunde, bei denen die ppc-Sequenz durch Sequenzierung bestätigt werden konnte.
E. coli-Stamm / Plasmid E0 E0+IPTG E0+Glu LBAmp LB
PCR1 pTrcFt 3 1 1 1 1
PCR1 pTrcFt(S11D) 3 1 1 1 1
PCR1 pTrcSt 1 1 1 1 1
PCR1 pTrcSt(S11D) 1 3 1 1 1
PCR1 pTrcSFt(S11D) 1 3 1 1 1
PCR1 pTrcSt(S9D) 1 3 1 1 1
PCR1 pTrcSt-C4 1 3 1 1 1
PCR1 pTrcSt(S9D)-C4 1 3 1 1 1
PCR1 pTrc99A k.W. k.W. 1 1 1
W8 1 1 1 k.W. 1
k.W.: kein Wachstum
E0
+IPTG
E0
+Glu
E0
LBSm
St
Ft
W8
St
Ft
W8
St St(S11D)
St(S11D) St(S11D)
St(S11D)St(S9D)
St(S9D) St(S9D)
St(S9D)
SFt(S11D)
SFt(S11D) SFt(S11D)
SFt(S11D)
Ft Ft(S11D)
Ft(S11D) Ft(S11D)
Ft(S11D)
W8 pTrc99A
pTrc99A pTrc99A
pTrc99A
St-C4
St-C4 St-C4
St-C4St(S9D)-C4
St(S9D)-C4 St(S9D)-C4
St(S9D)-C4
St
Ft
W8
Abb. 17: Komplementationsverhalten der ppc-Gene in der Mutante PCR1.
Die Abbildung zeigt das Wachstum nach 24 h Inkubation bei 28°C auf dem angegebenen Medium.
Die Beschriftung der Kolonien entspricht den jeweils exprimierten ppc-Genen.
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4.2.1.2.2 Bestimmung der Km-Werte für PEP
Um Auswirkungen der Mutationen auf die Substrataffinitäten der PEPCs zu untersuchen, wurden
die Km(PEP)-Werte der rekombinanten Enzyme ermittelt. Die Michaelis-Menten-Konstante (Km) ist
definitionsgemäß die Substratkonzentration, bei der eine Enzymreaktion mit halber
Maximalgeschwindigkeit abläuft. Je kleiner der Km-Wert, desto geringere Substratkonzentration
werden für die maximale katalytische Wirksamkeit benötigt. In grober Annäherung wird der Km-
Wert auch als Maß für die „Affinität“ eines Enzyms zu seinem Substrat angesehen (Voet und Voet,
1992). Ein kleiner Km-Wert bedeutet demnach eine hohe Substrataffinität.
Die Bestimmung der Km-Werte erfolgte bei dem annähernd physiologischen - jedoch suboptimalen
- pH-Wert von pH 7,3, um für die folgenden Bestimmungen der Malatsensitivitäten, die nur bei
suboptimalem pH-Wert und limitierender Substratkonzentration detektierbar waren, einen
Orientierungspunkt für die einzusetzenden PEP-Konzentrationen zu erhalten. Im
Standardreaktionsansatz (3.4.2) wurden bei unterschiedlichen Substratkonzentrationen die
Enzymaktivitäten innerhalb der ersten 1,5 min nach Initiation mit je 50 µl entsalzten
Proteinextrakten aus Induktionskulturen bestimmt (3.4.1). Für die C3PEPCs wurden sieben
verschiedene PEP-Konzentrationen von 0,01 mM bis 1 mM eingesetzt. Die PEP-Konzentrationen
für die C4PEPCs lagen im Bereich von 0,02 mM bis 2 mM. Die Bestimmung der Km(PEP)-Werte
erfolgte grafisch durch Auftragung von [S]/v gegen [S], wobei der Schnittpunkt der
Ausgleichsgeraden mit der x-Achse –Km ergibt.
Tab. 2: Km(PEP)-Werte der modifizierten PEPCs bei pH 7,3.
Angegeben sind die Mittelwerte und Standardabweichungen (SD) der Km-Werte von jeweils vier
unabhängigen Messreihen.
Enzym Km(PEP)
[µM]
Veränderung zum
entsprechenden Wildtyp-Enzym
StPEPC 57 ± 6,2 -
StPEPC-C4 41 ± 1,8 – 28 %
StPEPC(S9D) 44 ± 1,9 – 23 %
StPEPC(S9D)-C4 23 ± 1,7 – 60 %
StPEPC(S11D) 43 ± 1,2 – 25 %
SFtPEPC(S11D) 43 ± 2,0 – 25 %
FtPEPC 254 ± 24,5 -
FtPEPC-C3 934 ± 91,1 + 268 %
FtPEPC(S11D) 171 ± 12,0 –   33 %
FtPEPC(S11D)-C3 714 ± 23,5 + 181 %
Wie erwartet, zeichneten sich die C3-Varianten durch relativ niedrige Km(PEP)-Werte aus. Bezogen
auf die beiden Ursprungsenzyme, lag der Km(PEP) der C4-Form um Faktor 4-5 höher.
Die imitierte Phosphorylierung durch Mutation des Serins zu Aspartat führte bei beiden Isoformen
zu einer leichten Erniedrigung des Km(PEP), wobei der Effekt der S11D-Mutation bei dem C4-
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Enzym etwas ausgeprägter war (-33 % gegenüber –25 %). Zusätzliche Veränderungen vor der
mutierten Phosphorylierungsstelle – wie bei StPEPC(S9D) und SFtPEPC(S11D) – hatten keinen
Einfluss auf den Km(PEP). Die Aminosäure-Substitutionen im Bereich um Position 400 führten
wider Erwarten jedoch zu deutlich veränderten Substrataffinitäten. Der Austausch von letztendlich
11 Aminosäuren durch Flaveria-spezifische Aminosäuren bewirkte sowohl bei der unmutierten als
auch bei der mutierten (S9D) C3-Variante eine deutliche Erniedrigung des Km(PEP). Umgekehrt
führten die Solanum-spezifischen Aminosäuren bei den beiden C4-Varianten jeweils zu einer
drastischen Erhöhung des Km(PEP). Die Darstellungsweise in Abb. 18 veranschaulicht, dass
sämtliche PEPC-Varianten, die den Bereich aus Flaveria trinervia enthielten, niedrigere Km-Werte
aufwiesen als die korrespondierenden Enzyme mit entsprechendem Solanum tuberosum-Bereich.
Der Km-Wert-reduzierende Effekt des C4-Bereiches bei den StPEPC-Formen war stärker, wenn
zusätzlich auch die Phosphorylierungsstelle mutiert war. So bewirkte der C4-Bereich bei StPEPC
nur eine Erniedrigung des Km-Wertes um 28 %, während der Km-Wert bei StPEPC(S9D) fast
halbiert wurde. In Bezug auf die Substrataffinität schienen sich die positiven Einflüsse beider
Modifikationen (imitierte Phosphorylierung und C4-spezifische Aminosäuren) offenbar gegenseitig
zu verstärken. Dies resultierte bei dem Enzym StPEPC(S9D)-C4 letztendlich in einem um 60%
niedrigeren Km(PEP) gegenüber dem unveränderten Enzym StPEPC (Tab. 2).
Der Einfluss der Zusammensetzung der Aminosäuresequenz um Position 400 auf den Km-Wert der
FtPEPC-Formen war wesentlich ausgeprägter (Abb. 18). Bei beiden Varianten (original und S11D-
Mutante) bewirkte der C3-Bereich eine Erhöhung des Km-Wertes um ungefähr Faktor 4. Auch bei
der FtPEPC schien sich aus dem gleichzeitigen Vorliegen von imitierter Phosphorylierung und C4-
Bereich eine Verstärkung der Effekte zu ergeben, jedoch nicht in dem Ausmaß wie bei der StPEPC.
Während die S11D-Mutation zusammen mit C3-Bereich eine Erniedrigung des Km-Wertes um 24 %
bewirkte, führte diese Mutation mit dem C4-Bereich zu einer Reduktion um 33 %. In welchem
Ausmaß die Aminosäuresequenz in dem Bereich um Position 400 die Substratbindung beeinflusst,
scheint demnach auch von der weiteren Umgebungstruktur abhängig zu sein.
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Abb. 18: Einfluss der Aminosäuresequenz im Bereich von AS 380-420 auf den Km(PEP)-Wert.
Dargestellt sind die relativen Unterschiede im Km(PEP)-Wert bei pH 7,3.
(Km(PEP)-Wert des jeweils entsprechenden Enzyms mit C3-Bereich entspricht 1,00)
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4.2.1.2.3 Bestimmung der I50-Werte für L-Malat
Das Ziel der Mutation des Serins zu Aspartat in dem Phosphorylierungsmotiv der C3- und C4PEPC
bestand darin, Enzyme zu erhalten, die unempfindlicher gegenüber der Hemmung durch Malat sind.
Ein kinetischer Parameter, der Aussagen über die Inhibitorwirkung einer Substanz ermöglicht, ist
der I50-Wert. Dieser Wert stellt die Inhibitor-Konzentration dar, die eine Reduktion der
Enzymaktivität auf 50% der ungehemmten Aktivität bewirkt. Die Bestimmung der I50(Malat)-Werte
erfolgte grafisch durch Auftragung nach Job (Job et al., 1978). Hierbei wird der Quotienten von
ungehemmter Aktivität (Vc) zu gehemmter Aktivität (Vi) gegen die Inhibitor-Konzentration ([I])
aufgetragen, wobei folgende Gleichung erfüllt wird: Vc/Vi = m × [I] + 1. Bei 50 %iger Hemmung
gilt Vc/Vi = 2 und demnach I50 = 1/m. Der I50(Malat)-Wert lässt sich somit direkt aus der Steigung
(m) der Regressionsgeraden errechnen.
Die Aktivitäts-Messungen erfolgten bei pH 7,3 mit mindestens vier verschiedenen
Malatkonzentrationen. Hierzu wurden die gleichen Proteinpräparationen verwendet, die auch für die
Bestimmung der Km(PEP)-Werte dienten. Da die Hemmung durch Malat auch von der
Substratkonzentration abhängig ist, wurden auch I50-Messungen bei unterschiedlichen PEP-
Konzentrationen durchgeführt. Die PEP-Konzentrationen unterschieden sich um eine
Größenordnung und wurden so gewählt, dass sie jeweils ungefähr dem 0,4- bzw. 4-fachen des Km-
Wertes des Ursprungsenzyms entsprachen (Für StPEPC-Varianten 0,025 mM bzw.0,25 mM und für
FtPEPC-Varianten 0,1 mM bzw. 1 mM). Von den StPEPC-Varianten wurden für den Vergleich mit
den FtPEPC-Varianten zusätzlich die I50(L-Malat)-Werte bei 1 mM PEP ermittelt. Um
auszuschliessen, dass lediglich die unterschiedlichen Substrataffinitäten der StPEPC-Varianten für
die unter den vorgenannten Bedingungen ermittelten Unterschiede in der Malatsensitivität
verantwortlich waren, wurde für jede StPEPC-Variante auch der I50-Wert bei einer PEP-
Konzentration von dem 2-fachen seines eigenen Km-Wertes bestimmt. Zur Veranschaulichung der
grafischen Auswertung nach Job sind in Abb. 19 exemplarisch je vier linearisierte Messreihen von
zwei StPEPC-Formen dargestellt.
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Abb. 19: Ermittlung des I50(L-Malat) mittels Auftragung nach Job.
Darstellung der Malathemmung durch Auswertung nach Job bei pH 7,3 und 0,025 mM PEP.
Dargestellt sind die Regressionsgeraden von je vier unabhängigen Messreihen von StPEPC () und
StPEPC(S9D) (- - ). Der I50-Wert lässt sich bei Vc/Vi = 2 ablesen oder aus der Steigung errechnen.
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Tab. 3: I50(L-Malat)-Werte bei pH 7,3 und unterschiedlichen PEP-Konzentrationen.
Angegeben sind die Mittelwerte und Standardabweichungen (SD) der I50-Werte von mindestens
drei unabhängigen I50-Bestimmungen. In Klammern sind die PEP-Konzentrationen angegeben, die
ungefähr dem 2-fachen Km(PEP) des jeweiligen Enzyms entsprechen. Bei den FtPEPC-Formen
entspricht 4×Km 1mM PEP.
I50(L-Malat) [µM]
Enzym 0,4×Km PEP
a 4×Km PEP
b 1 mM PEP ≈ 2×Km PEP
StPEPC     14 ±   1,9     29 ±   1,5     37 ±   0,6   27 ±   1,4 (120 µM)
StPEPC-C4     40 ±   1,5   149 ±   5,2   208 ±   9,3   61 ±   3,6 ( 80 µM)
StPEPC(S9D)     48 ±   4,0   163 ± 14,2   285 ±   2,0   69 ±   3,8 ( 80 µM)
StPEPC(S9D)-C4   246 ±   8,9 1123 ± 20,1 1251 ± 15,6 324 ± 20,9 ( 50 µM)
StPEPC(S11D)     23 ±   0,8     53 ±   0,9   127 ± 16,0   46 ±   2,4 ( 80 µM)
FtPEPC   870 ±   26,8 3504 ± 118,3
FtPEPC-C3   618 ±   10,3 2275 ±   51,0
FtPEPC(S11D) 2198 ± 243,6 5553 ± 363,9
FtPEPC(S11D)-C3   803 ±   64,2 3419 ± 147,3
a 0,025 mM PEP für StPEPC-Formen; 0,1 mM PEP für FtPEPC-Formen.
b 0,25 mM PEP für StPEPC-Formen; 1 mM PEP für FtPEPC-Formen.
Die Erebnisse belegten eindeutig die inhibierende Wirkung von Malat auf die Aktivitäten der C3-
und C4PEPCs. Das Ausmaß der Hemmung hing jedoch stark von der PEP-Konzentration ab. Durch
Erhöhung der Substratkonzentration allein schon konnte der I50(L-Malat) teilweise um das 5-fache
erhöht werden, wodurch jedoch die Rangfolge zwischen den PEPC-Varianten nicht verändert
wurde. Die Malatsensitivität der C4PEPCs war insgesamt wesentlich geringer als die der C3PEPCs.
Vergleicht man die ursprünglichen, unveränderten Enzyme miteinander, so lagen die
Malatkonzentrationen, die eine 50 %ige Aktivitätsreduktion bewirkt, für die FtPEPC bei niedrigen
Substratkonzentrationen (~ 0,1 mM PEP) um Faktor 30 und bei relativ hohen
Substratkonzentrationen (1 mM PEP) sogar um Faktor 95 höher als für die StPEPC. Bei 1 mM PEP
war der I50(L-Malat)-Wert, der besten StPEPC, StPEPC(S9D)-C4, nur ungefähr halb so hoch wie
der I50(L-Malat)-Wert, der schlechtesten FtPEPC, FtPEPC-C3. Um die Auswirkungen der
Modifikationen zu verdeutlichen, sind die relativen Änderungen der I50(L-Malat)-Werte im
Vergleich zu den unveränderten Enzymen in Abb. 20 grafisch dargestellt. Die imitierte
Phosphorylierung durch die Mutation des zu phosphorylierenden Serins in dem N-terminalen
Phosphorylierungsmotiv zu Aspartat führte nicht nur bei dem C4-Enzym sondern auch bei dem C3-
Enzym zu einer deutlichen Erhöhung des I50(L-Malat)-Wertes (d.h. zu einer Verminderung der
Malatsensitivität). Das Ausmaß der I50-Erhöhung stieg im Falle der StPEPC(S11D) mit
zunehmender PEP-Konzentration (von Faktor 1,6 bei 0,025 mM PEP auf 3,4 bei 1 mM PEP),
während er bei FtPEPC(S11D) eher leicht fiel (Faktor 2,5 bei 0,1 mM PEP auf 1,6 bei 1 mM PEP).
Die zusätzliche Eliminierung der basischen Aminosäure Lysin vor der mutierten
Phosphorylierungsstelle (StPEPC(S9D)) bewirkte eine weitere Erhöhung des I50(L-Malat)-Wertes
(bis zu Faktor 7,7 bei 1 mM PEP). Die Aminosäuresequenz im Bereich um Position 400 hatte
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ebenfalls Einfluss auf die Malatsensitivität der PEPCs. Die Integration des C4-Bereiches von
Flaveria trinervia in die StPEPC führte allein schon zu einer deutlichen Erhöhung des I50-Wertes,
wobei auch hier der Grad der Steigerung von der PEP-Konzentration abhing (bis zu Faktor 5,6 bei 1
mM PEP). Die Effekte von Mutationen in dem Phosphorylierungsmotiv, Eliminierung des Lysins
und Integration des C4-Bereiches bei dem Enzym StPEPC(S9D)-C4 verstärkten sich gegenseitig.
Bei PEP-Konzentrationen unterhalb des Km-Wertes erhöhte sich dadurch der I50(L-Malat)-Wert um
Faktor 17,6 gegenüber dem unveränderten Enzym, während bei PEP-Konzentrationen, die über dem
Km-Wert lagen, sogar Steigerungen um mehr als das 38-fache vorlagen. Aus der Integration des C3-
Bereiches in FtPEPC bzw. FtPEPC(S11D) resultierte eine Verminderung des I50-Wertes um bis zu
40 % bzw. 60 %.
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Abb. 20: Einfluss der Modifikationen auf die Malatsensitivität der PEPCs.
Dargestellt sind die relativen Änderungen des I50(L-Malat)-Wertes zu dem zugehörigen
unmodifizierten Enzym bei PEP-Konzentrationen von 0,4×Km ( x ), 4×Km ( x ) und 1 mM ( x ). Bei
den FtPEPC-Formen B entspricht 4×Km 1mM PEP.
Für die geplante Erhöhung der Malatkonzentration in C3-Pflanzen sollten FtPEPC(S11D), die von
allen Enzymen am wenigsten durch Malat inhibiert wurde, und StPEPC(S9D)-C4, die den
niedrigsten Km(PEP)-Wert von allen PEPC-Varianten sowie den höchsten I50(L-Malat)-Wert von
den C3-Varianten aufwies, exprimiert werden. Beide Enzyme enthielten den Flaveria-Bereich, so
dass in Pflanzen später eine immunologische Überprüfung der Enzymexpression erfolgen konnte.
Bei den Vergleichen der rekombinanten C4PEPC aus Sorghum (Duff et al., 1995) hatte sich gezeigt,
dass ein phosphoryliertes Enzym in vitro aktiver war als ein Enzym mit imitierter Phosphorylierung
durch SD-Mutation. Da bei einer effektiven Phosphorylierung in C3-Pflanzen demzufolge die
ursprünglichen Enzyme mit intakter Phosphorylierungsstelle höhere in vivo-Aktivitäten erreichen
könnten, sollten auch die Gene der FtPEPC und StPEPC-C4 für die Pflanzentransformation
verwendet werden. Durch die parallele Expression von unmutierter und mutierter Isoform könnten
auch Rückschlüsse auf die Bedeutung der PEPC-Phosphorylierung in C3-Pflanzen ermöglicht
werden.
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4.2.2 Konstruktion eines binären Minimalvektors
Die Übertragung der Gene in Pflanzen sollte durch Agrobakterieninfektion erfolgen (Herrera-
Estrella und Simpson, 1988). Bei dieser gut etablierten Methode nutzt man die Fähigkeit von
Agrobacterium tumefaciens DNA in Pflanzenzellen übertragen und in das Pflanzengenom
integrieren zu können (Sheng und Citovsky, 1996; Tinland, 1996). Die DNA, die von den
Agrobakterien übertragen wird, befindet sich auf einem so genannten Ti-Plasmid zwischen zwei
spezifischen 25 bp großen Bordersequenzen und wird als T-DNA (Transfer-DNA) bezeichnet. Die
für Transfer und Integration notwendigen Gene, die vir-Gene, sind nicht Teil der T-DNA, so dass
der gesamte Bereich innerhalb der Bordersequenzen durch beliebige Gene ersetzt werden kann. In
der gentechnologischen Praxis hat sich das binäre Vektorsystem durchgesetzt. Hierbei befinden sich
die Funktionen des Ti-Plamids auf zwei separaten Plasmiden: Einem vir-Helferplasmid, das die zur
Infektion notwendigen vir-Gene trägt, und einem binären Klonierungsvektor, auf dem die T-DNA
lokalisiert ist. Um eine Amplifikation des binären Vektors in dem Bakterium Escherichia coli, das
sich für Klonierungsarbeiten besser geeignet, zu ermöglichen, muss der binäre Klonierungsvektor
neben den Bordersequenzen lediglich einen Replikationsursprung und ein Resistenzgen enthalten,
die beide sowohl in E. coli als auch A. tumefaciens funktional sind.
Als binäre Vektoren waren bereits Derivate von pPCV002 und pBin19 am Institut vorhanden
(Frisch et al., 1995; Koncz und Schell, 1986). Diese besaßen jedoch einige unerwünschte
Eigenschaften. Die Größe der Basisvektoren (8600 bp bzw. 12000 bp) und die geringe Kopienzahl
pro Zelle waren von Nachteil für die Bakterientransformation und die Ausbeuten bei
Plasmidpräparationen für Klonierungen. Dadurch war die Möglichkeit stark eingeschränkt mehrere
Expressionskassetten einzusetzen, im besonderen mit relativ großen Genen. Probleme bei
Klonierungen ergaben sich zudem dadurch, dass häufig verwendete Restriktionsschnittstellen
mehrfach in den Vektoren vorlagen. Einen maßgeblichen Anteil an der Größe hatten Bereiche des
Vektorrückgrats und der T-DNA, die für die Funktionalität eines binären Vektors nicht essentiell
sind (Frisch et al., 1995). Ein weiterer Nachteil war die Lage des Selektionsmarkers an der rechten
Bordersequenz. Da die Integration der T-DNA mit dem rechten Bordersequenz beginnt (Sheng und
Citovsky, 1996; Tinland, 1996), könnten mit diesen Vektoren transgene Pflanzen entstehen, die
aufgrund eines unvollständigen Transfers nur das Resistenzgen besitzen. Die T-DNAs von
pPCV002 und pBin19 enthalten zudem Bereiche und Funktionen von bakteriellen Plasmiden, deren
Übertragung in das Pflanzengenom unter gentechnologischen Sicherheitsaspekten nicht erwünscht
ist.
Für zukünftige Anwendungen wurde daher ein neuer, wesentlich kleinerer binärer Vektor
konstruiert. Das als Selektionsmarker für Pflanzen dienende Resistenzgen sollte auf der T-DNA an
der linken Border liegen, so dass bei resistenten transgenen Pflanzen von einer Übertragung des
gesamten T-DNA-Bereichs von der rechten Border bis zum Selektionsmarker ausgegangen werden
konnte (Fütterer, 1995). Wichtig war auch, dass die gesamte Vektorsequenz bekannt ist und
möglichst keine Restriktionsschnittstellen, die für Klonierungsarbeiten benötigt wurden, im
Vektorrückgrat liegen. Der neue binäre Minimalvektor wurden sukzessiv aus Fragmenten
aufgebaut, die zunächst aus vorhandenen Vektoren isoliert und subkloniert worden waren(Abb. 21).
Als Basisplasmid für den neuen binären Vektor diente der Klonierungsvektor pBLad, da dieser
bereits einige wichtige Funktionen aufwies (Abb. 3). Durch den ColE1 ori werden hohe
Kopienzahlen des Vektors in E. coli ermöglicht, das β-Lactamase-Gen (bla) vermittelt bei E. coli
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Ampicillin- und bei A. tumefaciens Carbenicillinresistenz und die modifizierte multiple
Klonierungsstelle enthielt bereits die für spätere Klonierungen benötigten seltenen
Restriktionsschnittstellen AscI und NotI. Zunächst wurden die Bordersequenzen mit ca. 150 bp
Umgebungsbereich aus pBinHygTOp isoliert, und einzeln in pUC18 subkloniert: Die rechte Border
wurde als 155 bp BclI/SphI- und die linke Border als 897 bp BclI/EcoRI-Fragment in BamHI/SphI
bzw. BamHI/EcoRI restringierten pUC18 subkloniert, woraus die Plasmide pUC-RB und pUC-LB
resultierten. Aus pUC-LB wurde dann die linke Border als 341 bp HindIII/RsaI-Fragment in
pBLad, der mit HindIII und EcoRV verdaut worden war, einkloniert (pBL-LB). Wie
Sequenzierungen des Plasmids pBL-LB ergaben, musste bei der Klonierung des glatten RsaI-Endes
mit dem glatten EcoRV-Ende irregulär eine Base entfernt worden sein (NNG ATCNN statt NNGT
ATCNN). Diese Mutation sollte jedoch keine Auswirkungen auf Restriktionsschnittstellen oder
Funktionen haben. In Ecl136 geschnittenen pBL-LB wurde dann die rechte Border aus pUC-RB als
255 bp PvuII/SmaI-Fragment „blunt“ eingesetzt (pBL-LBRB). Aus pBL-LBRB wurden nun
sukzessive unwichtige Sequenzbereiche eliminiert: Durch Auffüllen der DNA-
Einzelstrangüberhänge mit Klenow-Fragment („fill in“) nach AflIII/HincII-Verdau und
anschließender Religation wurde der 450 bp Bereich zwischen linker Border und ColE1 ori in dem
lacI und T3-Promotor liegen entfernt (pLBRB). Aus dem Zwischenkonstrukt pLBRB wurde ein
775 bp HindIII/NlaIV-Bereich mit f1(-)ori und lacZ zwischen rechter Border und
Ampicillinresistenzgen entfernt. Da in dem Plasmid pLBRB zehn Restriktionsschnittstellen für
NlaIV existierten, wurde zunächst mit HindIII linearisiert und die Enden aufgefüllt; Mit Csp6I
wurde dann im Resistenzgen nachgeschnitten und das 1900 bp Fragment isoliert. Durch Ligation
mit dem fehlenden 405 bp NlaIV/Csp6I-Fragment, das separat aus dem Plasmid pLBRB isoliert
worden war, entstand das Plasmid pLBRBmin. Um die Replikation des Vektors in A. tumefaciens
zu gewährleisten, wurde zusätzlich der RK2 ori, der sich durch sein breites Wirtsspektrum
auszeichnet, aus pBinHygTOp als 801 bp Fragment (AvaI/Csp6I-Verdau und „fill in“) isoliert
(Hellens et al., 2000). Der RK2 ori wurde „blunt“ in die SphI-Schnittstelle neben dem rechten
Border in pLBRBmin eingesetzt (SphI-Verdau und Entfernen des 3‘-Überhanges mit T4-DNA-
Polymerase), woraus das Plasmid pminiori2 resultierte. Wie im Polylinker zwischen den beiden
Border, befanden sich auch im RK2 ori überlappend eine SacII- und eine NotI-Schnittstelle. Die
selektive Eliminierung dieser Schnittstellen im RK2 ori von pminiori2 erfolgte durch partiellen
Verdau mit SacII, Entfernen des 3‘-Überhanges mit T4-DNA-Polymerase und Religation. Durch
Restriktionsanalyse wurde dann das Produkt identifiziert werden, bei dem die gewünschte SacII-
und NotI-Schnittstelle aufgefüllt worden war (pPAM). Die abschließende Sequenzierung des
gesamten Plasmids dokumentierte eine weitere Deletion, die jedoch weder Schnittstellen noch
Funktionen beeinträchtigte: Bei dem Glätten der SphI-Überhänge mittels T4-DNA-Polymerase war
offenbar an einem Ende eine Base (Cytosin) zu viel entfernt worden. Die vollständige Sequenz des
binären Minimalvektors pPAM wurde bei GenBank unter AY027531 veröffentlicht.
Aufgrund der Beschränkung auf elementare Funktionen müssen bei der Verwendung des
Minimalvektor pPAM einige Besonderheiten beachtet werden: Da der Vektor keine Sequenzen für
Mobilisierung und Transfer (mob und tra) besitzt, kann die Transformation von Agrobakterien nicht
durch Konjugation erfolgen, sondern nur durch Elektroporation bzw. „freeze and thaw“-Methode.
Für die Replikation benötigt der RK2 ori die Unterstützung von zwei TrfA-Proteinen (Frisch et al.,
1995), so dass pPAM nur in Agrobakterienstämmen replizieren kann, die die Gene der TrfA-
Proteine im Genom bzw. im vir-Helferplasmid (z.B. pMP90RK) tragen.
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pBLad
2942 bps
2238
dIIIHin
RVEco
RIEco
IAsc
ISma
INot
IISac
136Ecl
2285
bla
ColE1 ori
lacZ
f1 (-) ori
pUC18
2686 bps
Eco RI
Bam HI
Sph I
bla
pUC-LB
3562 bps
Rsa I
Eco RI
IRsa
IRsa
dIIIHin
IXba
bla
LB
pUC-RB
2813 bps
Sma I
Sph I
Hin dIII
Pvu II
IIPvu
RB
bla
pBL-LB
3274 bps
Asc I
Not I
Ecl 136
dIIIHin
IXba
f1 (-) ori
bla
ColE1 ori
LB
pBinHygTOp
12095 bps
Csp 6I
Ava I
Eco RI
Csp 6I
Ava I
Sph I
Bsp HI
Csp 6I
Csp 6I
Csp 6I
Bsp HI
Bcl I
Sph I
Bcl I
Csp 6I
Bsp HI
Ava I
Csp 6I
INot
IAva
6ICsp
HIBsp
6ICsp
6ICsp
6ICsp
6ICsp
6ICsp
IAva
6ICsp
IBcl
LB
P35STOp
pAocs
Pnos
hpt
pAg7
RB
oriTRK2 ori
nptIII
trfA
HindIII-EcoRV
LB (HindIII-RsaI)
LB (BclI-EcoRI)
RB (BclI-SphI)
BamHI-SphI
EcoRI-BamHI
Ecl136
RB (SmaI-PvuII)
RK2 ori (AvaI-Csp6I)
Abb. 21:Konstruktion des binären Minimalvektors pPAM
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pLBRB
3079 bps
Asc I
Not I
Hin dIII
Nla IV
Nla IV
Nla IV
Nla IV
Csp 6I
IVNla
IVNla
IVNla
IVNla
IVNla
IVNla
RB
f1 (-) ori
bla
ColE1 ori
LB
pLBRBmin
2304 bps
Asc I
Not I
Sac II
Sph I
Csp 6I
Nla IV
Nla IV
Nla IV
Nla IV
IVNla
IVNla RB
blaColE1 ori
LB
pminiori2
3100 bps
Asc I
Not I
Sac II
Sac II
Not I
Ssp I
Ssp I
RB
RK2 ori
bla
ColE1 ori
LB
pPAM
3098 bps
Eco RI
Asc I
Sma I
Not I
Sac II
IXba
RB
RK2 ori
bla
ColE1 ori
LB
pBL-LBRB
3529 bps
Asc I
Not I
Hin dIII
IIIAfl
cIIHin
dIIIHin
cIIHin
RB
f1 (-) ori
bla
ColE1 ori
LB
775 bp
HindIII/NlaIV-Fragment
450 bp 
AflIII/HincII-Fragment
SacII(T4)
SphI(T4)
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4.2.2.1 Integration einer Kassette zur konstitutiven Genexpression
Für eine konstitutive Genexpression wurde der starke Promotor des 35S-RNA-Gens aus CaMV
(Blumenkohl-Mosaik-Virus) mit duplizierter Enhancer-Region verwendet (Kay et al., 1987). Zur
Termination der Transkription diente die ebenfalls von dem 35S-RNA-Gen stammende
Terminations- und Polyadenylierungssequenz. Zur Erhöhung der Translationseffizienz sollte eine
geeignete 5‘-untranslatierte Region (5‘UT) eingesetzt werden (Fütterer, 1995). In dem Plasmid
pCK-GFP-S65C (Reichel et al., 1996) lag bereits eine Transkriptionseinheit mit codierender
Sequenz des GFP-Gens vor, die den geforderten Ansprüchen entsprach. Als 5‘UT diente in diesem
Plasmid die „Leader“-Sequenz des TEV („tobacco etch virus“) (Carrington und Freed, 1990). Da
GFP ohnehin als Reportergen zur Kontrolle der Expression eingesetzt werden sollte, wurde die
gesamte Kassette aus dem Plasmid pCK-GFP-S65C mit PstI ausgeschnitten, die 3‘-Überhänge des
Fragmentes mit T4-DNA-Polymerase entfernt und in mit SmaI linearisierten pPAM einligiert. Aus
den beiden resultierenden Plasmiden wurde dasjenige ausgewählt, bei dem der 35SS-Promotor an
die AscI-Schnittstelle grenzte. Der binäre Vektor mit 35SS-Kassette wurde mit pPAMsGFP
bezeichnet.
pPAMsGFP
4879 bps
EcoRI,5
Asc I,11
Xho I,718
EcoRI,723
NcoI,858
BamHI,1577
Xba I,1583
Not I,1803
Sac II,1813
IXba,4565
P35SS
TL
GFP
pA35S
RB
RK2 ori
bla
ColE1 ori
LB
Abb. 22: Plasmidkarte des Vektors pPAMsGFP
GFP: mGFP4(S65C)-Gen
35SS/pA35S: Promotor (dupliziert) und Polyadenylierungs-/Terminationssequenz aus CaMV
TL: 5‘untranslatierte Region des „tobbaco etch virus“
bla: β-Lactamase-Gen (Ampicillin- bzw. Carbenicillinresistenz)
RK2 ori: Replikationsursprung A. tumefaciens
ColE1 ori: Replikationsursprung E. coli
LB und RB: linke und rechte Bordersequenzen des Nopalin-Ti-Plasmids pTiT37
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4.2.2.2 Integration einer Kassette zur lichtabhängigen Genexpression
Als Alternative zu einer konstitutiven Expression wurde in en Grundvektor pPAM eine
Expressionskassette für eine lichtabhängige mesophyllspezifische Expression kloniert. Von den
zahlreichen kerncodierten Genen, deren Expression durch Licht gesteuert wird (Terzaghi und
Cashmore, 1995), sollten die regulatorischen Gensequenzen (Promotor und Termination) einer
hochexprimierten kleinen RubisCO-Untereinheit (rbcS) eingesetzt werden.
Da zu hohe Homologien im Promotorbereich eines Transgens die Ursache für Silencing-Effekte in
Pflanzen sein können (Matzke und Matzke, 1998; Palauqui et al., 1997; Stam et al., 1997; Thierry
und Vaucheret, 1996), wurden für die Expression in Solanum tuberosum und Nicotiana tabacum
keine arteigenen Sequenzen verwendet (Fritz et al., 1993). Als Quelle für die regulatorischen
Bereiche diente die nahe verwandte Art Lycopersicon esculentum (Tomate), deren rbcS-Genfamilie
gut charakterisiert ist (Wanner und Gruissem, 1991). Die rbcS-Genfamilie besteht in Tomate aus
fünf Genen (rbcS1, 2, 3A, 3B, 3C), wobei die drei rbcS3-Gene tandemartig auf einem Chromosom
liegen und für identische Proteine codieren, während die beiden anderen Gene auf einem anderen
Chromosom liegen und Untereinheiten codieren, die sich in den Aminosäuresequenzen von den
RbcS3-Formen unterscheiden. Die fünf Gene unterscheiden sich sowohl in Transkriptionsregulation
als auch in der Stabilität ihrer mRNAs. Für die rekombinante Expression wurden die
regulatorischen Sequenzen des rbcS3C-Gen ausgewählt, da einerseits dessen Expression strikt
lichtabhängig ist und andererseits auch relativ hohe mRNA-Level in ausgewachsenen Blätter
beobachtetet werden konnten (Wanner und Gruissem, 1991). Das homologe Kartoffelgen zu dem
rbcS3C-Gen aus Tomate war rbcS2C, dessen mRNA in vivo relativ stabil ist (Fritz et al., 1991;
Fritz et al., 1993), so dass vermutet werden konnte, dass die untranslatierten Regionen des
Tomaten-rbcS3C-Gens auch in S. tuberosum eher stabilisierend wirken würden. Zur Amplifikation
des rbcS3C-Gens aus genomischer DNA mittels PCR, wurden Primer von den veröffentlichten
Sequenzen abgeleitet (GenBank: X66072 (Promotor) und X05986 (Gen und Termination)). Die
Primer zur Amplifikation von Promotor und Termination wurden dabei so gestaltet, dass
gleichzeitig die für die späteren Klonierungen erforderlichen Restriktionsschnittstellen eingefügt
wurden (Abb. 25). Die genomische DNA wurde aus drei Wochen alten Sämlingen der
handelsüblichen Sorte „Sweet Million F1“ mit Hilfe der Salzextraktionsmethode gewonnen (3.1.2).
1a   1b   λ-PstI  1c    2a    2b    2c   λ-PstI  3a    3b    3c
Abb. 23: PCR-Amplifikation der regulatorischen rbcS3C-Sequenzen aus genomischer DNA.
Präparative Agarosegelelektrophorese der PCR-Produkte in einem 2%igen Gel.
1: Gesamtes rbcS-Gen (Primerkombination: rbcs55/33)
2: rbcS-pA (Primerkombination: rbcs35/33)
3: rbcS-Promotor (Primerkombination: rbcs55/53)
Die PCR erfolgte mit unterschiedlichen Templatemengen (a: 1µl, b: 4µl, c: 10µl DNA-Lösung).
-5000
-1700
-  800
-  340
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Der rbcS-Promotor wurde mit der Primerkombination rbcs55/rbcs53 als 781 bp-Produkt
amplifiziert (Abb. 25). Das Amplifikat wurde mit StuI und SmaI, deren Restriktionsschnittstellen
mit der PCR an den Enden des Promotors neu eingefügt worden waren, verdaut. Das entstandene
Fragment mit glatten Enden wurde in mit SmaI linearisierten pBLad ligiert. Das Plasmid, in dem
das 5‘-Ende des Promotors an der AscI-Schnittstelle lag, wurde mit pBL-Prbcs bezeichnet und
sequenziert. Die klonierte Sequenz unterschied sich von der veröffentlichten rbcS3C-Promotor-
Sequenz lediglich in zehn Positionen, was möglicherweise auf der Verwendung verschiedener
Sorten beruht. Aufgrund der Lage der Basenaustausche waren jedoch keine wesentlichen
Auswirkungen auf die Funktion zu erwarten. Die rbcS-Polyadenylierungssequenz wurde mit der
Primerkombination rbcs35/rbcs33 als 339 bp-Fragment amplifiziert (Abb. 25). Nach Schneiden in
den neu eingefügten Erkennungssequenzen für SalI und StuI, wurde das Fragment mit pBLad, der
mit SalI und SmaI verdaut worden war, ligiert. Die Sequenzierung des Produktes pBL-pArbcs ergab
zwei Abweichungen von der veröffentlichten Sequenz der Polyadenylierungs- und
Terminationssequenz des rbcS3C-Gens. Die Klonierung der rbcS-Kassette in den binären Vektor
pPAM erfolgte als Dreier-Ligation von Vektor, Promotor und Termination. Der Vektor wurde als
AscI-NotI-Fragment, der Promotor als AscI-AflIII-Fragment und die Termination als AflIII-NotI-
Fragment isoliert und in die Ligation eingesetzt. Der resultierende Vektor wurde mit pPAMr
bezeichnet (Abb. 25).
In pPAMr konnten nun über AflIII und SalI die zu exprimierenden Gene als NcoI-SalI-Fragmente
eingesetzt werden, da die AflIII-Erkennungssequenz (A|CRYGT) so gestaltet war, dass AflIII
(A|CATGT) zu NcoI (C|CATGG) kompatible Überhänge erzeugt. Durch die Verwendung einer
AflIII- statt einer NcoI-Schnittstelle in der rbcs-5‘UT entsprach die Sequenz vor dem Startcodon
besser der Konsensus-Sequenz bei dikotylen Pflanzen (Joshi et al., 1997). Zur Überprüfung der
Funktionalität wurde auch in pPAMr das Reportergen GFP einkloniert. Die codierende Sequenz des
GFP-Gens (729 bp) wurde aus pPAMsGFP (Abb. 22) isoliert, indem mit XbaI verdaut, die Enden
aufgefüllt und mit NcoI nachgeschnitten wurde. Dieses Fragment wurde in den Vektor pPAMr
eingesetzt, der mit SalI linearisiert und nach Auffüllen der Überhänge mit AflIII geschnitten worden
war. Das Produkt wurde mit pPAMrGFP bezeichnet .
pPAMrGFP
4915 bps
EcoRI
AscI
BamHI
SalI
NotI
SacII
IXba
Prbcs
GFP
pArbcs
RB
RK2 ori
bla
ColE1 ori
LB
Abb. 24: Plasmidkarte des Vektors pPAMrGFP
Prbcs/pArbcs: Promotor und Polyadenylierungs-/Terminationssequenz des Le-rbcS3C-Gens
(die übrigen Funktionen entsprechen Abb. 22.)
73
PrbcS
rbcs55
Signalpeptid
rbcs53
rbcS3C rbcS3C
rbcs35
pArbcS
rbcs33
StuI,3
AflIII,767
SmaI,773
PrbcS (781 bp)
SmaI,4
SalI,9 StuI,332
pArbcS (339 bp)
pBL-Prbcs
3712 bps
Sal I
Asc I
Afl III
Sma I
Not I
Pvu II
IIIAfl
IIPvu
Prbcs
f1 (-) ori
bla
ColE1 ori
pBL-pArbcs
3227 bps
Sal I
Not I
Sac II
Pvu II
IIIAfl
IIPvu
pArbcs
f1 (-) ori
bla
ColE1 ori
pPAMr
4605 bps
Eco RI,5
Asc I,11
Afl III,781
Pvu II,959
Sal I,1200
Not I,1529
Sac II,1539
Prbcs
pArbcs
RB
RK2 ori
bla
ColE1 ori
LB
pPAM
3098 bps
Eco RI
Asc I
Not I
Sac II
RB
RK2 ori
bla
ColE1 ori
LB
Prbcs (AscI-AflIII) pArbcs (AflIII-NotI)
AscI-NotI
rbcS3C (1813 bp)
Abb. 25: Klonierung der rbcS-Expressioskassette des rbcS3C-Gens aus L. esculentum.
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4.2.2.2.1 Überprüfung der Funktionalität der Vektoren
Vor der weiteren Verwendung der neu konstruierten Minimalvektoren für die Transformationen
von Pflanzen musste sichergestellt werden, dass die Vektoren voll funktionsfähig waren. Die
transiente, Agrobakterien-vermittelte Transformation von Pflanzen (Kapila et al., 1997) bot sich als
eine besonders einfache und schnelle Methode zur Überprüfung der Funktionsfähigkeit der
Vektorsequenzen an. Mit den beiden Minimalvektoren (pPAMsGFP und pPAMrGFP), die beide
GFP als Reportergen enthielten, wurden Agrobakterien des Stammes GV3101 (pMP90RK)
transformiert (3.2.1) und dann für die Unterdruck-Infiltration von Tabak- und Kartoffelblättern
eingesetzt (3.3.3.1). Nach dreitägiger Inkubation der infiltrierten Blätter im Licht, wurden diese
mikroskopisch auf GFP-Fluoreszenz untersucht (3.7). Dabei konnten in allen Ansätzen Zellen
identifiziert werden, die eine cytoplasmatische GFP-Fluoreszenz zeigten. Die Expression unter
Kontrolle des 35SS-Promotors konnte sehr leicht erkannt werden, da hier sehr hohe
Expressionsraten in den mikroskopisch gut sichtbaren Epidermiszellen auftraten (Abb. 26). Im Fall
der Expression durch rbcS-Promotor war die Detektion der GFP-Fluoreszenz schwieriger, da die
GFP-Expression im Mesophyll lokalisiert und zudem wesentlich schwächer war. Insgesamt war die
GFP-Expression in den infiltrierten Blättern – vermutlich bedingt durch unterschiedlich gute
Infiltration und unterschiedliche Mengen an übertragener T-DNA – sehr heterogen. Sie war
meistens nur auf einzelne Interkostalfelder oder sogar Einzelzellen beschränkt (Abb. 26). Die
erfolgreiche transiente Expression des Reportergens belegte, dass beide Expressionskassetten
funktionsfähig waren. Indirekt wurde durch die GFP-Expression auch die Funktionalität des
modifizierten RK2 ori und der Bordersequenzen bestätigt: Ohne funktionierenden RK2 ori wäre die
Replikation des Vektors in den Agrobakterien nicht möglich gewesen, und ohne intakte
Bordersequenzen wäre keine Übertragung der T-DNA in die Pflanzenzellen erfolgt. Der
Minimalvektor pPAM erfüllte somit die Voraussetzungen für eine stabile Transformation von
Pflanzenzellen.
Abb. 26: Transiente GFP-Expression nach Infiltration mit Agrobakterien.
Dargestellt ist exemplarisch eine Lasermikroskop-Aufnahme der GFP-Expression unter Kontrolle
des 35SS-Promotors in Tabakblättern.
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4.2.2.3 Integration von SARs (scaffold attachment regions)
Um in Pflanzen eine Erhöhung der Expression zu erreichen, wurde ein Vektor konstruiert, bei dem
die Expressionskassette von zwei „scaffold attachment regions“ flankiert werden sollte. „Scaffold
oder matrix attachment regions“ (SARs bzw. MARs) sind AT-reiche DNA-Bereiche, über die das
Chromatin an dem Proteingerüst des Zellkerns (scaffold oder matrix) verankert ist (Spiker und
Thompson, 1996). Dadurch ergibt sich eine Organisation des Chromatins in Domänen, deren
Größen zwischen 5 und 200 kb liegen. Das Chromatin kann in diesen Domänen in einer
hochkondensierten, inaktiven Form vorliegen oder transkriptional aktive Schlaufen (loops) bilden.
Durch Flankierung eines Transgens mit SARs würde dieses im Genom auf einer eigenen Domäne
liegen, und könnte somit unabhängig von Einflüssen des umgebenden Chromatins, den sogenannten
Positionseffekten, exprimiert werden. Dadurch würde sich eine geringere Variabilität und eine von
der Kopienzahl abhängige Expression ergeben. Über die Wirkung von SARs auf die Transgen-
Expression in Pflanzen existieren jedoch in der Literatur teilweise widersprüchliche Ergebnisse.
Während in einigen Arbeiten keine bzw. nur geringe Erhöhung der Transgen-Expression durch
SARs, jedoch eine Reduktion der Variabilität beobachtet werden konnte (Breyne et al., 1992;
Mlynárová et al., 1995), wurde in anderen Arbeiten die Expression sichtlich erhöht, die Variabilität
hingegen aber nicht vermindert (Allen et al., 1996; Liu und Tabe, 1998). Die Unterschiede
resultierten möglicherweise aus der Verwendung andersartiger SAR- bzw. MAR-Sequenzen
und/oder aus unterschiedlichen Transformationssystemen (Allen et al., 1996). Da vermutet wird,
dass SARs auch das Auftreten bzw. das Ausmaß von „silencing“ verringern zu können (Allen et al.,
1996; Iglesias et al., 1997), könnte deren Verwendung besonders bei der Expression des homologen
stppc-Gens von Nutzen sein. Von den zahlreichen, in der Literatur beschriebenen SARs/MARs,
wurde die SAR aus dem 3‘-Bereich des rb7-5A-Gens von Tabak ausgewählt, mit der eine deutliche
Erhöhung der Transgen-Expression (bis zu 140-fach) erreicht werden konnte (Allen et al., 1996;
Hall et al., 1991). Mittels PCR sollte ein ca. 1 kb großer Bereich dieser SAR aus genomischer
Tabak-DNA isoliert und in Tandem in pPAM einkloniert werden. Benötigte Schnittstellen wurden
in die PCR-Primer integriert, die von der veröffentlichten SAR-Sequenz (GenBank: U67919)
abgeleitet worden waren. Hochmolekulare genomische DNA aus N. tabacum cv. Petit Havana SR1
wurde mit der Salzextraktionsmethode isoliert (3.1.2). Durch PCR mit der Primerkombination
SAR5.1/SAR3 konnte ein ca. 1 kb großes Produkt aus der genomischen DNA amplifiziert werden.
Dieses Amplifikat wurde mit XbaI und AscI verdaut, die Einzelstrangüberhänge des Fragmentes
aufgefüllt und in das Plasmid pBLad, das mit SmaI linearisiert worden war, einligiert. Durch
Restriktionsanalysen mit Csp6I bzw. DraI konnten die Klone identifiziert werden, die das Insert in
der gewünschten Orientierung trugen (pBL-SAR Abb. 27). Bei der Sequenzierung der klonierten
SAR wurden, im Unterschied zu der veröffentlichten Sequenz, 63 zusätzliche Basen identifiziert
(Abb. 27). Die restlichen 963 Basen entsprachen bis auf zwei Basenaustausche der veröffentlichten
SAR-Sequenz, so dass von dem Vorliegen der gesuchten SAR ausgegangen werden konnte. In den
Grundvektor pPAM wurden nun nacheinander zwei SARs in gleicher Orientierung einkloniert,
wobei sie die AscI- und NotI-Schnittstelle flankieren sollten. Die Isolierung der ersten SAR aus
pBL-SAR erfolgte über NotI und FnuDII. Um dieses Fragment in pPAM einligieren zu können,
wurde dieser mit SacII linearisiert, die Einzelstrangüberhänge mit T4-DNA-Polymerase entfernt
und dann mit NotI nachgeschnitten. Das Produkt pPAM-SAR wurde zur Klonierung der zweiten
SAR mit EcoRI geschnitten, die Enden aufgefüllt und abschließend mit AscI verdaut. Die zweite
SAR wurde mit AscI und HaeIII aus pBL-SAR isoliert und in den vorbereiteten pPAM-SAR
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einligiert. Dabei war wichtig, dass bei der Ligation der aufgefüllten EcoRI-Schnittstelle mit dem
glatten HaeIII-Ende des Inserts die EcoRI-Schnittstelle wieder regeneriert wurde, da über diese
später die Integration des pflanzlichen Selektionsmarker erfolgen sollte. Der Minimalvektor mit
zwei SARs wurde als pSuperPAM bezeichnet.
pBL-SAR
3954 bps
Fnu DII
Asc I
Fnu DII
Hae III
Fnu DII
Hae III
Fnu DII
Fnu DII
Hae III
Hae III
Hae III
Fnu DII
Hae III
Fnu DII
Hae III
Fnu DII
Hae III
IIIHae
DIIFnu
DIIFnu
DIIFnu
DIIFnu
DIIFnu
IIIHae
IIIHae
DIIFnu
IIIHae
IIIHae
DIIFnu
DIIFnu
DIIFnu
INot
IIIHae
f1 (-) ori
SAR
ColE1 ori
bla
pPAM
3098 bps
Eco RI
Asc I
Sma I
Not I
Sac II
RB
RK2 ori
bla
ColE1 ori
LB
pPAM-SAR
4104 bps
RIEco
IAsc
ISma
INot
SAR
RB
RK2 ori
bla
ColE1 ori
LB
pSuperPAM
5122 bps
Eco RI
Asc I
Sma I
Not I
SAR
SAR
RB
RK2 ori
bla
ColE1 ori
LB
SAR
sar5.1 sar3
Xba I Asc I
SAR
SAR (NotI-FnuDII)
SAR (HaeIII-AscI)
SacII(T4)-NotI
EcoRI(fi)-AscI
(XbaI-AscI)-fi 
PCR
GACAAAGTAA GATTAAAATA 
ATATTCATCT AACAAAAAAA 
AACCAGAAAA TGCTGAAAAC CC
A
582 602
Abb. 27: Konstruktion des binären Vektors mit SARs (pSuperPAM)
Oberhalb der SAR sind die Positionen angegeben, hinter denen die zusätzlichen Nukleotide
eingefügt sind.
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4.2.2.4 Klonierung unterschiedlicher Selektionsmarker
Zur Identifizierung von stabil transformierten Pflanzen war es erforderlich, dass neben dem
„Nutzgen“ ein selektierbares Gen (häufig ein Antibiotikaresistenzgen) übertragen würde. Bei der
Agrobakterien-vermittelten Transformation befindet sich der Selektionsmarker in der Regel
gemeinsam mit dem „Nutzgen“ auf der T-DNA der binären Vektoren. Um später auch bereits
transgene Pflanzen mit weiteren „Nutzgenen“ transformieren zu können, war es erforderlich,
Vektoren mit unterschiedlichen Selektionsmarkern zur Verfügung zu haben. Zu diesem Zweck
wurden binäre Vektoren mit den Genen für Kanamycin- und Hygromycinresistenz konstruiert. In
die Vektoren pPAM und pSuperPAM konnten über die EcoRI-Schnittstelle die Markergene direkt
so an den linken Border der T-DNA eingesetzt werden, dass ihre Transkription von dem „Nutzgen“
abgewandt, in Richtung linker Border erfolgen konnte.
Als Quelle für das Kanamycinresistenzgen (nptII) diente der binäre Vektor pSSPF (2.4). Aus
pSSPF wurde die gesamte nptII-Expressionseinheit mit nos-Promotor (Pnos) und ocs-
Polyadenylierungssequenz (pAocs) als DraI-Fragment (1646 bp) isoliert und, da die DNA-Sequenz
nicht vollständig bekannt war, zunächst in pBLad über SmaI subkloniert. Das Plasmid bei dem der
nos-Promotor direkt an der AscI-Schnittstelle lag wurde mit pBL-nptII bezeichnet und sequenziert.
Aus pBL-nptII wurde dann die nptII-Transkriptionseinheit mit AscI und MunI als 1622 bp-
Fragment ausgeschnitten und in den AscI/EcoRI geschnittenen Vektor pPAM einligiert. Zur
Integration des nptII-Gens in pSuperPAM wurde dieser mit EcoRI linearisiert. Die Ligation mit
dem AscI/MunI-Fragment erfolgte nach Auffüllen der Enden von linearisierten Vektor und Insert
mit Klenow-Fragment. Von den beiden möglichen Orientierungen des nptII-Gens in pSuperPAM,
wurde der Vektor ausgewählt, bei dem die Transkription in Richtung linker Border erfolgt. Als
Kennzeichnung dafür, dass mit diesen Vektoren transformierte Pflanzen Kanamycinresistenz
erhalten, bekamen die beiden Vektoren den Zusatz „k“ (pPAMk, pSuperPAMk). Durch die
Klonierung über MunI wurde die pAocs der nptII-Transkriptionseinheit von ursprünglich 562 bp in
pSSPF auf 289 bp verkürzt. Zwar sank die Expressionsrate eines Reportergens bei einer
Verkürzung der ocs-Polyadenylierungssequenz von 705 bp auf 276 bp auf 25 % (Ingelbrecht et al.,
1989), jedoch konnten mit einer lediglich 200 bp großen ocs-Polyadenylierungssequenz erfolgreich
heterologe Gene in Solanum tuberosum exprimierte werden (Panstruga, 1996). Somit war durch die
Verkürzung keine wesentliche Funktionseinschränkung zu erwarten.
Das Gen für die Hygromycinresistenz (hpt) wurde aus pBinHygTOp entnommen, dessen Sequenz
vollständig bekannt war. Über BspHI wurde das hpt-Gen als 1691 bp-Fragment samt nos-Promotor
(Pnos) und Termination des Gens 7 (pAg7) isoliert. Nach Auffüllen der Enden erfolgte die Ligation
mit den Vektoren pPAM bzw. pSuperPAM, nachdem diese mit EcoRI linearisiert und die Enden
mit Klenow-Fragment aufgefüllt worden waren. Der Hygromycinresistenz vermittelnden Vektoren
wurde als pPAMh und pSuperPAMh bezeichnet. Für die Integration von Expressionskassetten mit
„Nutzgenen“ in die vier Grundvektoren standen die beiden seltenen Restriktionsschnittstellen AscI
und NotI zur Verfügung.
78
pPAMh
4793 bps
Eco RI,5
Bam HI,341
Sac II,605
Nco I,1030
Pst I,1049
Sac II,1587
Eco RI,1700
Asc I,1706
Sma I,1712
Not I,1717
Sac II,1727
Pme I,1767
pAg7
hpt
Pnos
RB
RK2 ori
bla
ColE1 ori
LB
pPAMk
4713 bps
Nco I,701
Pst I,1084
Sac II,1482
Asc I,1626
Sma I,1632
Not I,1637
Sac II,1647
Pme I,1687
pAocs
nptII
Pnos
RB
RK2 ori
bla
ColE1 ori
LB
pSuperPAMh
6817 bps
Eco RI,5
Bam HI,341
Sac II,605
Nco I,1030
Pst I,1049
Sac II,1587
Eco RI,1700
Asc I,2724
Sma I,2730
Not I,2735
IPme,3791
pAg7
hpt
Pnos
SAR
SARRB
RK2 ori
bla
ColE1 ori
LB
pSuperPAMk
6752 bps
Nco I,705
Pst I,1088
Sac II,1486
Asc I,2659
Sma I,2665
Not I,2670
IPme,3726
pAocs
nptII
Pnos
SAR
SARRB
RK2 ori
bla
ColE1 ori
LB
Abb. 28: pPAM und pSuperPAM mit unterschiedlichen pflanzlichen Selektionsmarkern
pAg7 und pAocs: Terminationssequenzen von Gen 7 und Octopinsynthase-Gen aus A. tumefaciens
nptII:      codierende Sequenz des Neomycin-Phosphotransferase-Gens
hpt:      codierende Sequenz des Hygromycin-Phosphotransferase-Gens
Pnos:      Promotor des Nopalinsynthase-Gens
SAR:      „scaffold attachment region“ aus N. tabacum
ColE1 / RK2 ori: Replikationsursprung des Vektors in E. coli bzw. A. tumefaciens
bla:      β-Lactamase-Gen
LB und RB:      linke und rechte Bordersequenzen des Nopalin-Ti-Plasmids pTiT37
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4.2.2.5 Klonierung der modifizierten ppc-Gene in die binären Minimalvektoren
Für die Expression in C3-Pflanzen wurden die codierenden Sequenzen der in E. coli exprimierten
und analysierten ppc-Gene aus den pTrc-Konstrukten über NcoI und SalI isoliert und in die beiden
Expressionskassetten (35SS und rbcS) einkloniert. Da bei den stppc-Genen (stppc-C4 und
stppc(S9D)-C4) zwei NcoI- und bei den ftppc-Genen (ftppc und ftppc(S11D)) zwei NcoI- und zwei
SalI-Schnittstellen existierten, mussten die Gene durch partielle Verdaue aus den bakteriellen
Expressionsvektoren isoliert werden. Zur Klonierung der ppc-Gene in die entsprechenden Kassetten
wurden die beiden relativ kleinen Basisvektoren pPAMr und pPAMsGFP verwendet (Abb. 22 und
Abb. 25). Die vier als NcoI-SalI-Fragmente isolierten ppc-Gene wurden in AflIII-SalI geschnittenen
pPAMr eingesetzt, woraus die Vektoren pPAMrFt, pPAMrFt(S11D), pPAMrSt-C4 und
pPAMrSt(S9D)-C4 resultierten (Kassetten in Abb. 29 dargestellt). Um diese Fragmente auch in
pPAMsGFP klonieren zu können, musste zuerst eine SalI-Schnittstelle vor der Termination
eingefügt werden. Dazu wurde pPAMsGFP mit BamHI linearisiert, die 5‘-Überhänge aufgefüllt und
mit NcoI nachgeschnitten, wodurch die GFP-Sequenz entfernt wurde. Dann wurde ftppc, dessen
Sequenz durch Linearisieren mit PstI, Entfernen der 3‘-Überhänge und partiellen NcoI-Verdau aus
pTrcFt isoliert worden war, in den vorbereiteten Vektor einligiert. In das Produkt pPAMsFt konnten
nun die übrigen ppc-Gene über NcoI und SalI eingesetzt werden. Die fertigen Konstrukte erhielten,
analog zu den Konstrukten zur lichtabhängigen Expression, die Bezeichnungen pPAMsFt(S11D),
pPAMsSt-C4 und pPAMsSt(S9D)-C4 (Kassetten in Abb. 29 dargestellt).
Für eine stabile Pflanzentransformationen wurden die Expressionskassetten mit den ppc-Genen in
die binären Vektoren umkloniert, die Pflanzen Kanamycinresistenz vermitteln. Durch Restriktion
mit AscI und NotI wurden die kompletten Transkriptionseinheiten aus den Vektoren ohne
Selektionsmarker isoliert (Abb. 29), und sowohl in pPAMk (ohne SARs) als auch in pSuperPAMk
(mit SARs) eingesetzt (Abb. 28). Um auch nach stabiler Integration die Regulation der Expression
unter Kontrolle der 35SS- und rbcS-Kassette untersuchen zu können, wurden die beiden Kassetten
mit GFP als Reportergen ebenfalls in die Vektoren mit Kanamycinresistenzgen umkloniert (Abb. 22
und Abb. 24). Sämtliche Expressionskonstrukte zur stabilen Pflanzentransformation sind in der
folgenden Tabelle zusammengestellt. Auf die Darstellungen der einzelnen Plasmidkarten wurde
verzichtet, da sie sich aus Abb. 28 und Abb. 29 ergeben.
Tab. 4: Binäre Vektoren zur stabilen Pflanzentransformation
rbcS-Kassette 35SS-Kassette
Gen ohne SAR mit SAR ohne SAR mit SAR
ftppc pPAMkrFt pSPAMkrFt pPAMksFt pSPAMksFt
ftppc (S11D) pPAMkrFtSD pSPAMkrFtSD pPAMksFtSD pSPAMksFtSD
stppc –C4 pPAMkrSt pSPAMkrSt pPAMksSt pSPAMksSt
stppc (S9D)-C4 pPAMkrStSD pSPAMkrStSD pPAMksStSD pSPAMksStSD
GFP pPAMkrGFP pSPAMkrGFP pPAMksGFP pSPAMksGFP
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rGFP (1828 bps)
Cla I,1152
BamHI,1488
Sal I,1498
Prbcs GFP pArbcs
sGFP (1792 bps)
EcoRV,611
EcoRI,711
Nco I,846
Cla I,1229
BamHI,1565
P35SS TL GFP pA35S
rFt (4001 bps)
Cla I*,800
Cla I*,804
HindIII,855
HindIII,1212
Sal I,2081
Nco I,3078
HindIII,3466
BamHI,3484
Sal I,3671
Prbcs ftppc pArbcs
sFt (3981 bps)
EcoRV,611
EcoRI,711
Nco I,846
Cla I*,877
Cla I*,881
HindIII,932
HindIII,1289
Sal I,2158
Nco I,3155
HindIII,3543
BamHI,3561
Sal I,3748
P35SSTL ftppc pA35S
rFt(S11D) (4001 bps)
EcoRV,801
Cla I,804
HindIII,855
HindIII,1212
Sal I,2081
Nco I,3078
HindIII,3466
BamHI,3484
Sal I,3671
Prbcs ftppc (S11D) pArbcs
sFt(S11D) (3981 bps)
EcoRV,611
EcoRI,711
Nco I,846
EcoRV,878
Cla I,881
HindIII,932
HindIII,1289
Sal I,2158
Nco I,3155
HindIII,3543
BamHI,3561
Sal I,3748
P35SSTL ftppc (S11D) pA35S
rSt-C4 (3998 bps)
Cla I,800
HindIII,1057
BamHI
Pst I,2479
Nco I,2669
Cla I*,2938
EcoRV,3168
Pst I,3189
HindIII,3291
Pst I,3369
Sal I,3668
Prbcs stppc-C4 pArbcs
sSt-C4 (3978 bps)
EcoRV,611
EcoRI,711
Nco I,846
Cla I,877
HindIII,1134
BamHI
Pst I,2556
Nco I,2746
Cla I*,3015
EcoRV,3245
Pst I,3266
HindIII,3368
Pst I,3446
Sal I,3745
P35SSTL stppc-C4 pA35S
rSt(S9D)-C4 (3992 bps)
HindIII,1051
BamHI
Pst I,2473
Nco I,2663
Cla I*,2932
EcoRV,3162
Pst I,3183
HindIII,3285
Pst I,3363
Sal I,3662
Prbcs stppc(S9D)-C4 pArbcs
sSt(S9D)-C4 (3972 bps)
EcoRV,611
EcoRI,711
Nco I,846
HindIII,1128
BamHI
Pst I,2550
Nco I,2740
Cla I*,3009
EcoRV,3239
Pst I,3260
HindIII,3362
Pst I,3440
Sal I,3739
P35SSTL stppc(S9D)-C4 pA35S
,1410
,1404,1327
,1333
Abb. 29: Karten der in pPAMk und pSuperPAMk eingesetzten Transkriptionseinheiten
Dargestellt sind die entsprechenden AscI-NotI-Fragmente. Die Auswahl der verzeichneten
Schnittstellen erfolgte analog zu Abb. 28. Schnittstellen, die durch dam-Methylierung blockiert
werden, sind mit einem Stern gekennzeichnet.
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4.2.2.6 Transformation von Agrobakterien mit den binären Vektoren
Die Transformation der Agrobakterien erfolgte mit Hilfe der „freeze and thaw“-Methode. Da der
bakterielle Selektionsmarker (bla) in den auf pPAM/pSuperPAM basierenden Konstrukten
Agrobakterien Carbenicillinresistenz vermittelte, wurde der Agrobakterienstamm GV3101
(pMP90RK) verwendet, dessen Chromosom eine Rifampicin- und dessen Helferplasmid eine
Kanamycinresistenz tragen. Der Nachweis der binären Vektoren in den transgenen
Agrobakterienklonen erfolgte mittels PCR-Analysen (Abb. 30 und Abb. 31). Zur späteren
Pflanzentransformation wurden zwei Agrobakterien-Klone von jedem Konstrukt ausgewählt und als
Glycerinkultur konserviert.
rbcs55
Prbcs
3C-UT
ppc
17 Ftag
pArbcs
rbcs33
P35SS
pS-5'
TL ppc
17 Ftag
pA35S
pS-3'
(500 bps)
(1436 bps)
(1082 bps)
(1269 bps)
(3168 bps)
(ftppc: -3; stppc(S9D): -6)
(stppc(S9D): -6)
(stppc(S9D): -6)
(ftppc: -3; stppc(S9D): -6)
(ftppc: -3; stppc(S9D): -6)
Abb. 30: Lage der zur Detektion der ppc-Transkriptionseinheiten verwendeten PCR-Primer.
Eingezeichnet sind Hybridisierungsposition und Orientierung der Primer. Unterhalb der Karten sind
die aus den Primerkombinationen resultierenden PCR-Produkte auf der Basis von stppc-C4
angegeben. Die Längenunterschiede bei Einsatz der anderen ppc-Gene stehen in Klammern. Die
Kombinationen 3C-UT/Ftag und pS-5‘/Ftag sollten später für die Detektion des Transgens in
Pflanzen dienen.
Ansätze mit Primerkombinationen, die zu einer Amplifikation der gesamten codierenden Region
führten ergaben zwar die gesuchten Produkte von ca. 3200 bp, jedoch waren die Ausbeuten –
bedingt durch die Produktgröße – nur gering (Abb. 31A). Zudem ließen sich die Größen der
Amplifikate gelelektrophoretisch nur grob abschätzen. Die Primerkombinationen für weitere PCR-
Analysen wurden daher so gewählt, dass PCR-Produkte in dem effektiver amplifizierbaren und
elektrophoretisch gut auftrennbaren Größenbereich zwischen 500 und 1500 bp resultierten. Zum
Nachweis der ppc-Gene wurden Oligonukleotide eingesetzt, die zum einen im jeweils verwendeten
Promotor und zum anderen in der codierenden Region hybridisierten (Abb. 30). Die kleineren GFP-
Gene wurden mit Primer für Promotor und Termination komplett amplifiziert (rbcs55/rbcs33: 1826
bp; pS-5‘/pS-3‘: 982 bp). Der ftppc-spezifische Primer Ftag eignete sich auch für die Detektion der
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stppc-C4-Gene, da der Primer in dem Bereich hybridisiert, der aus dem ftppc-Gen stammte. In der
folgenden Abbildung sind exemplarisch typische PCR-Analysen von Klone mit pPAMk-
Konstrukten dargestellt.
Abb. 31B zeigt zusammengefasst die PCR-Analyse von Aliquots aus Glycerin-Kulturen der
letztendlich zur Pflanzentransformation eingesetzten Agrobakterienklone. Die Klone mit GFP-
Konstrukten dienten dabei als Negativkontrolle, da Primer 17 nur in ppc-Genen hybridisieren sollte.
   1   2   3   4    5   6   7   8   9   10 11 12 13  14 15 16 17 18  19 20 21 22  23  24 25 26
- 1100 bp
- 500 bp
- 2500 bp
- 5000 bp
     1   2   3   4   5   6   7   8   9   10 11  12 13 14  15 16 17 18 19 20  21 22 23 24 25
- 1100 bp
- 500 bp
Abb. 31: Nachweis der pPAMk-Konstrukte in Agrobakterien mittels PCR
Von den Bakterienkolonien wurden 1-2 µl direkt in die PCR-Ansätze pipettiert und die DNA mit
entsprechenden Primern amplifiziert (94°C, 2min; 35 × [94°C, 30sek; 50°C, 30sek; 72°C, 60sek]).
A 0,8%ige Agarosegelelektrophorese einer Reihenuntersuchung von mit pPAMk-Konstrukten mit
35SS-Kassette transformierten Agrobakterien (Primerkombination pS-5‘/pS-3‘).
1-4 sGFP; 6-9 sFt; 10-13 sFt(S11D); 14-18 sSt-C4; 19-22 sSt(S9D)-C4
5,15,23 λ-PstI-Marker; 24,25,26 Positivkontrollen mit Plasmid-DNA
B 2%ige Agarosegelelektrophorese von PCR-Ansätze der zur Pflanzentransformation eingesetzten
Agrobakterienklone (Primerkombinationen rbcs55/17 und pS-5‘/17)
1-11 rbcS-Kassette; 1/2 rFt; 3/4 rFt(S11D); 5/6 rGFP; 8/9 rSt-C4; 10/11 rSt(S9D)-C4;
15-25 35SS-Kassette; 15/16 sFt; 17/18 sFt(S11D); 19/20 sGFP; 22/23 sSt-C4; 24/25 sSt(S9D)-C4
7,21 λ-PstI-Marker;
13 Positivkontrolle (Plasmid-DNA von pPAMkrSt-C4)
B
A
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4.2.3 Expression in S. tuberosum und N. tabacum
Die Übertragung der rekombinanten ppc- und GFP-Expressionskonstrukte in Pflanzenzellen
erfolgte durch Infektion mit den transgenen Agrobakterien (Dietze et al., 1995). Mittels „Leaf-
disk“-Technik wurden zwei Solanaceenarten, Solanum tuberosum cv. Désirée und Nicotiana
tabacum cv. Petit Havana SR1, mit sämtlichen in Tab. 4 aufgeführten Konstrukten transformiert.
Die zusätzliche Transformation von Tabak erfolgte im Hinblick auf spätere Kreuzungen mit
transgenen Linien, die weitere am C4-Syndrom beteiligte Gene exprimierten, da sich dieser hierfür
besser eignet als die tetraploide Kartoffelsorte. Zudem waren die Sequenzhomologien der
eingesetzten ppc-Gene zu dem endogenen Tabakgen geringer als zu dem endogenen Kartoffelgen,
wodurch möglicherweise das Auftreten von „Silencing“ umgangen werden könnte. Sowohl von
Solanum tuberosum als auch von Nicotiana tabacum wurden circa 30 unabhängige Pflanzen pro
ppc-Expressionskonstrukt und 20 unabhängige Pflanzen pro GFP-Konstrukt regeneriert. Die
Numerierung der transgenen Linien erfolgte in der Reihenfolge in der sich die Stängel an den Kalli
bildeten. Linien mit niedrigen Nummern benötigten demnach eine kürzere Regenerationszeit als
Linien mit hohen Nummern. Um für spätere Analysen vergleichbare Wildtyp-Pflanzen als
Kontrollen einsetzen zu können, wurden Kopfstecklinge von Sterilkulturpflanzen in Sätzen in
Bewurzelungsmedium (RIM) gesteckt und wie die Regeneranten weiterkultiviert. Sobald sich erste
Wurzeln zeigten, wurden die Pflänzchen in Torfpresstöpfe (Jiffy7) umgesetzt. Das erste Screening
erfolgte 2-3 Wochen nach dem Umsetzen der bewurzelten Stängel in Torfpresstöpfe. Im Gegensatz
zu den Tabak-Regeneranten, die sich sehr unterschiedlich entwickelten, verlief der Aufwuchs der
Kartoffelpflanzen wesentlich gleichmäßiger, so dass die Pflanzen zum Zeitpunkt des Screenings
ungefähr gleich groß waren (ca. 8 cm Abb. 32). Bei beiden Pflanzenarten konnten im
Jungpflanzenstadium keine auffälligen Wachstumsunterschiede zwischen den einzelnen
Populationen beobachtet werden. Das Screening der mit ppc-Konstrukten transformierten Pflanzen
erfolgte auf Ebene der spezifischen PEPC-Aktivität (3.4.2). Die Probennahme erfolgte nach 6 h
Belichtung. Die Enzymaktivitäten wurden in nicht entsalzten Rohextrakte aus Blättern bei
optimalen Bedingungen (30°C; pH 8; 2,5 mM PEP) bestimmt. Unter diesen Messbedingungen wird
die PEPC-Aktivität am wenigsten durch Effektoren beeinflussten (Gupta et al., 1994; Krömer et al.,
1996).
Abb. 32: Stadium der regenerierten Kartoffelpflanzen zum Zeitpunkt des Screenings.
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4.2.3.1 Analyse der GFP-Expression
Das Screening der Pflanzen, die mit unterschiedlichen GFP-Konstrukten transformiert worden
waren, erfolgte fluoreszenzmikroskopisch an intakten unbehandelten Blattstücken. Anhand der
GFP-Fluoreszenz sollte überprüft werden, ob die beiden Promotoren in stabil transformierten
Pflanzen die erwarteten Expressionsmuster aufwiesen (rbcS-Promotor: lichtabhängige
mesophyllspezifische Expression; 35SS-Promotor: konstitutive gewebeunabhängige Expression).
Eine detaillierte Analyse der GFP-Expression in den unterschiedlichen Populationen war nicht
möglich, da zum Zeitpunkt des Screenings nur ein Epifluoreszenzmikroskop zur Verfügung stand,
dessen Filtersatz für GFP-Analysen keinen Sperrfilter für größere Wellenlängen im Rot-Bereich
besaß. Vor allem im Blattinnern überlagerte die starke Rot-Fluoreszenz der Chloroplasten die Grün-
Fluoreszenz des GFPs, so dass - insbesondere in den Populationen mit rbcS-Promotor - nur Linien
mit hohen GFP-Expressionsraten eindeutig identifiziert werden konnten. Die Farbe der GFP-
Fluoreszenz in diesen Linien hatte nicht das typische Grün, sondern erschien durch die Mischung
mit der Rot-Fluoreszenz eher bräunlich gelb. Wie schon bei der transienten Transformation, ließ
sich die starke konstitutive Expression mittels 35SS-Promotor leichter detektieren, da diese auch in
der chloropyllfreien Epidermis und den Schliesszellen auftrat (Abb. 33B, D). In allen Populationen,
unabhängig von Pflanzenart (Tabak oder Kartoffel) und verwendeter Expressionskassette (rbcS-
oder 35SS-Promotor, mit und ohne SARs), konnten mehrere Linien gefunden werden, die gut
erkennbare GFP-Expression aufwiesen. Eine Quantifizierung der GFP-Expression in den einzelnen
Linien war jedoch nicht möglich. Qualitativ konnten in den Populationen mit SARs jedoch eine
größere Anzahl von Linien mit gut detektierbarer GFP-Expression gefunden werden als in den
korrespondierenden Linien ohne SARs. Die Kartoffel-Linien mit hoher GFP-Expression wurden
weiterkultiviert und als Knollen konserviert. Als später ein konfokales Lasermikroskop zur
Verfügung stand, das eine wesentlich bessere Detektion der GFP-Fluoreszenz ermöglichte, wurden
die konservierten Linien erneut angezogen und untersucht. Die GFP-Fluoreszenz in zwei Linien mit
SAR-Konstrukten, SPrGFP 91 und SPsGFP 131, sind in Abb. 33 dokumentiert.
Bild Abb. 33A belegt die mesophyllspezifische Expression von GFP unter Kontrolle des rbcS-
Promotors. Im Vordergrund sieht man die dunklen puzzle-artigen Zellgrenzen der Epidermis und
der Schliesszellen, im Hintergrund liegt das fluoreszierende Netz aus Schwammparenchymzellen
mit großen dunklen Interzellularen. Analog hierzu dokumentiert Abb. 33B die GFP-Fluoreszenz in
einer Linie mit konstitutiver Expression. Deutlich zu erkennen ist hier die GFP-Fluoreszenz im
Bereich der Zellkerne und in dem wandständigen Cytoplasma der Epidermis- und Schliesszellen.
Die dunklen Bereiche beruhen auf Vertiefungen der Blattfläche, die unterhalb der
Fokusierungsebene lagen. Da in dieser Einstellung die Fluoreszenz im Innern des Blattes nur
schwer zu erkennen war, erfolgte – als Vergleich zu der mesophyllspezifischen Expression in Bild
A – zusätzlich eine Aufnahme des Schwammparenchyms (Abb. 33C). Bild D zeigt eine Aufnahme
der Oberseite des Blattes mit 35SS-Konstrukt. Deutlich sieht man hier GFP-Fluoreszenz in den
dicht gepackten, ringförmig erscheinenden Zellen des Palisadenparenchym, die stellenweise
unterhalb der GFP-exprimierenden Epidermis zu erkennen sind.
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Abb. 33: Stabile GFP-Expression unter Kontrolle von rbcS- und 35SS-Promotor.
Die Abbildungen zeigen Lasermikroskop-Aufnahmen gleicher Vergrößerung von intakten
Blattstücken der Linien SPrGFP 91 (A) und SPsGFP 131 (B,C,D). Bei A, B und C wurde die
Blattunterseite aufgenommen, bei D die Blattoberseite. Während die Fokusierungsebene von A, B
und D auf Epidermis-Niveau liegt, wurde bei C der Bereich unterhalb der Epidermis eingestellt.
Anhand der GFP-Linien konnte gezeigt werden, dass die verwendeten Expressionskassetten auch
nach stabiler Integration in das Pflanzengenom voll funktionsfähig waren. Mit dem rbcS3C-
Promotor aus Tomate konnte sowohl in Tabak als auch in Kartoffel die beabsichtigte
mesophyllspezifische Expression erreicht werden. Der 35SS-Promotor war in allen Zelltypen
(Epidermis, Schliesszellen, Schwamm- und Palisadenparenchym) des Blattes aktiv.
A B
C D
86
4.2.3.2 Analyse der PEPC-Expression
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Abb. 34: PEPC-Aktivitäten in den Kartoffel-Populationen
Dargestellt sind die spezifischen PEPC-Aktivitäten der einzelnen Kartoffel-Regeneranten.
Unterhalb jeder Grafik ist die Bezeichnung der Pflanzenpopulation angegeben. Der grau unterlegte
Bereich markiert den Aktivitätsbereich (Minimum/Maximum) der Wildtyp-Pflanzen (n=15).
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Abb. 35: PEPC-Aktivitäten in den Tabak-Populationen
Dargestellt sind die spezifischen PEPC-Aktivitäten der einzelnen Tabak-Regeneranten. Unterhalb
der jeder Grafik ist die Bezeichnung der Pflanzenpopulation angegeben. Der grau unterlegte
Bereich markiert den Aktivitätsbereich (Minimum/Maximum) der Wildtyp-Pflanzen (n=28).
ftppc
ftppc(S11D)
stppc-C4
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Tab. 5: Statistische Analyse der Populationen mit unterschiedlichen ppc-Genen.
Die Werte basieren auf den PEPC-Aktivitäten des ersten Screenings, die in Abb. 34 und Abb. 35
grafisch dargestellt sind.
Population Anzahl Max. Min. MW ± SD P a P b Varianz P c P d
Solanum 15 46,5 34,1 40,3 ± 3,9 14,9
PrFt 31 59,9 23,3 38,5 ± 8,9 ns 79,8 < 0,01
PrFtSD 26 53,7 21,8 41,7 ± 7,5 ns 56,0 < 0,02
PrSt 36 50,7 11,3 34,8 ± 8,8 < 0,01 77,0 < 0,01
PrStSD 29 59,2 22,9 41,3 ± 8,5 ns 72,5 < 0,01
PsFt 36 62,7 18,1 39,8 ± 10,2 ns 103,6 < 0,001
PsFtSD 31 83,2 23,0 40,7 ± 12,4 ns 153,1 < 0,001
PsSt 32 68,5 19,6 45,8 ± 14,5 < 0,05 209,2 < 0,001
PsStSD 31 81,1 22,6 47,8 ± 14,5 < 0,01 211,3 < 0,001
SPrFt 32 59,7 23,6 44,4 ± 9,7 < 0,05 < 0,02 94,5 < 0,001 ns
SPrFtSD 30 68,1 28,9 47,7 ± 10,5 < 0,01 < 0,02 109,8 < 0,001 ns
SPrSt 34 78,1 23,6 48,1 ± 14,3 < 0,01 < 0,001 204,7 < 0,001 < 0,01
SPrStSD 34 65,9 25,9 43,6 ± 10,5 ns ns 109,9 < 0,001 ns
SPsFt 29 92,3 18,3 54,7 ± 16,5 < 0,001 < 0,001 272,7 < 0,001 < 0,01
SPsFtSD 36 80,3 14,7 52,8 ± 14,4 < 0,001 < 0,001 207,5 < 0,001 ns
SPsSt 34 128,0 28,1 69,1 ± 27,4 < 0,001 < 0,001 749,9 < 0,001 < 0,001
SPsStSD 34 129,8 10,7 62,7 ± 30,3 < 0,001 < 0,02 919,5 < 0,001 < 0,001
Nicotiana 28 57,9 34,3 49,2 ± 6,1 37,1
PrFt 25 71,1 35,4 50,6 ± 9,0 ns 81,5 < 0,05
PrFtSD 24 79,8 19,3 39,5 ± 12,3 < 0,01 152,3 < 0,001
PrSt 26 76,3 10,9 43,9 ± 15,7 ns 246,5 < 0,001
PrStSD 27 82,0 18,3 38,0 ± 13,9 < 0,001 192,5 < 0,001
PsFt 26 80,4 30,0 47,3 ± 12,0 ns 144,8 < 0,001
PsFtSD 32 77,7 11,3 40,2 ± 16,6 < 0,01 277,1 < 0,001
PsSt 26 107,2 17,7 52,3 ± 20,8 ns 431,5 < 0,001
PsStSD 25 104,0 24,7 61,2 ± 25,4 < 0,05 645,9 < 0,001
SPrFt 30 81,5 20,9 48,7 ± 11,5 ns ns 132,6 < 0,01 ns
SPrFtSD 29 72,3 36,4 47,3 ± 7,6 ns < 0,01 57,8 ns < 0,02
SPrSt 27 65,9 30,0 49,2 ± 8,0 ns ns 64,6 ns < 0,01
SPrStSD 29 53,6 27,3 38,3 ± 7,9 < 0,001 ns 62,6 ns < 0,01
SPsFt 25 142,0 20,4 60,8 ± 26,7 < 0,05 < 0,05 712,9 < 0,001 < 0,01
SPsFtSD 29 73,6 11,2 39,3 ± 14,4 < 0,01 ns 207,9 < 0,001 ns
SPsSt 40 159,7 15,5 66,3 ± 41,7 < 0,02 ns 1736,6 < 0,001 < 0,001
SPsStSD 33 134,0 12,3 51,2 ± 29,2 ns ns 855,1 < 0,001 ns
a,b t-Test: a gegenüber Wildtyp; b zwischen korrespondierenden Populationen mit und ohne SAR
c,d F-Test: c gegenüber Wildtyp; d zwischen korrespondierenden Populationen mit und ohne SAR
P ist der Wahrscheinlichkeitswert für die Gleichheit der Mittelwerte bzw. Varianzen
ns: nicht signifikant verschieden (P > 0,05)
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Wie aus den Darstellungen der individuellen PEPC-Aktivitäten deutlich wurde, war sowohl die
Bandbreite als auch die maximale Höhe der PEPC-Aktivitäten in den einzelnen Populationen sehr
unterschiedlich. Um festzustellen, ob diese Unterschiede signifikant waren, wurden einfache
statistische Tests bezüglich Gleichheit der Varianzen (F-Test) und der Mittelwerte (t-Test)
durchgeführt (Tab. 5). Diese Tests wurden sowohl für Vergleiche der einzelnen Populationen mit
der Wildtyp-Populationen, als auch für Vergleiche zwischen Populationen mit und ohne SAR
angewendet. Alle transgenen Populationen zeigten, verglichen mit der Wildtyp-Populationen, ein
erhöhte Variabilität in den PEPC-Aktivitäten. Die Erhöhung der Varianz war, ausser bei drei
Tabakpopulationen mit SPr-Konstrukten, statistisch signifikant. Die höhere Varianz resultierte bei
dem Gros der Populationen aus dem Vorliegen von Linien mit erhöhter und von Linien mit
reduzierter PEPC-Aktivität. In den meisten Fällen ergab die Expression mittels 35SS-Promotor eine
größere Varianz als mit dem rbcS-Promotor. In Solanum tuberosum führte der Einsatz von SARs,
verglichen mit der Expression ohne SAR, in keinem Fall zu einer Reduktion der Varianz. Im
Gegenteil, insbesondere in den 35SS-Populationen war die Varianz signifikant höher (Tab. 5 Pd). In
Nicotiana tabacum bewirkten die SARs bei den rbcS-Konstrukten eine geringere Varianz, während
sie bei den 35SS-Konstrukten eher gesteigert wurde.
Expression mit rbcS-Kassette:
Bei beiden Pflanzenspezies konnten mit den rbcS-Konstrukten, unabhängig von dem exprimierten
ppc-Gen, nur wenige Linien erhalten werden, deren PEPC-Aktivität über dem Wildtypniveau lagen.
Die Aktivitätssteigerungen waren in keiner Linie höher als Faktor 2 (s.a. Abb. 36). Die mittlere
PEPC-Aktivität jeder Tabak-Population mit einem rbcS-Konstrukt unterschied sich entweder nicht
von der Wildtyp-Population oder lag sogar signifikant niedriger. Diese Tendenz fand sich auch bei
den Kartoffel-Populationen mit rbcS-Promotor ohne SAR. Hier bewirkte der Einsatz von SARs
jedoch in drei Populationen (SPrFt, SPrFtSD und SPrSt) eine statistisch signifikante Erhöhung der
mittleren PEPC-Aktivitäten. Der unterschiedliche Einfluss der SARs auf die Expression mittels
rbcS-Promotor in Tabak bzw. Kartoffel  zeigte sich auch bei dem direkten Vergleich der
korrespondierenden rbcS-Populationen ohne und mit SAR (Tab. 5 Pb und Pd; Abb. 36). In Kartoffel
wirkten sich die SARs eher positiv auf die Expressionshöhe aus, in Tabak führten sie vor allem zu
einer signifikanten Verminderung der Varianz.
Expression mit 35SS-Kassette:
In Kartoffel, wie auch in Tabak, konnten nur dann deutlich erhöhte PEPC-Aktivitäten gemessen
werden, wenn die Gene konstitutiv mittels duplizierten 35S-Promotor exprimiert wurden. In
Solanum tuberosum wiesen sechs der acht 35SS-Populationen signifikant erhöhte PEPC-Aktivitäten
auf, obwohl auch in diesen Populationen Linien mit massiv reduzierter Aktivität enthalten waren.
Die Verwendung von SARs führte, besonders in Kartoffel , zu signifikant höheren Expressionsraten
als ohne SARs. In den Tabakpflanzen ergab sich mit den 35SS-Konstrukten ein heterogeneres Bild
als in den Kartoffelpflanzen. Auch hier konnten mit SARs mehr und höhere PEPC-Überexprimierer
erhalten werden (Abb. 36), jedoch waren die Unterschiede zwischen Populationen mit und ohne
SARs statistisch nicht signifikant. Völlig entgegen den allgemeinen Trend war in Tabak die
konstitutive Expression (35SS ohne und mit SARs) des mutierten Flaveria-Gens. Hier traten mehr
Linien mit reduzierter als mit erhöhter PEPC-Aktivität auf.
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Zur Veranschaulichung des Einflusses der regulatorischen Sequenzen auf die Expressionshöhe,
wurden die PEPC-Aktivitäten aller Linien mit gleicher Expressionskassette, ohne Rücksicht auf das
jeweils exprimierte ppc-Gen, in vier Gruppen zusammengefasst und in Histogrammen
gegenübergestellt (Abb. 36). Die Klasseneinteilung basierte auf dem Mittelwert der Wildtyp-
Aktivitäten, wobei das Aktivitätsspektrum der zugehörigen Wildtyp-Population auf die Klasse 0,75-
1,25 entfiel. Die Expression mit den einzelnen Kassetten war in Kartoffel und Tabak durchaus
vergleichbar, wobei in Kartoffel der Anteil von Linien mit höheren Aktivitäten jeweils größer war.
In S. tuberosum bewirkten die SARs, sowohl mit 35SS- als auch mit rbcS-Promotor, eine deutliche
Verschiebung der Aktivitäten zu höheren Werten. Der Anteil der Linien mit reduzierter PEPC-
Aktivität wurde geringer, während der Anteil der Linien mit höheren Aktivitäten stieg. In N.
tabacum waren die Auswirkungen der SARs weniger signifikant. Auch hier wurden durch
Kombination mit 35SS-Promotor zwar höhere Expressionsraten ermöglicht, der Anteil von
Unterexprimierern jedoch nicht verringert. Mit der rbcS-Kassette bewirkten die SARs eine
Reduzierung von Über- und Unterexprimierern. Die statistische Auswertung in Tab. 6 zeigt, dass
die Verwendung von SARs sowohl die Aktivität als auch die Varianz signifikant erhöhte.
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Abb. 36: Einfluss der Expressionskassetten auf die Verteilung der PEPC-Aktivitäten.
Dargestellt sind die prozentualen Häufigkeiten der PEPC-Aktivitäten von allen Regeneranten einer
Spezies mit den angegebenen Expressionskassetten (unabhängig von der Isoform des ppc-Gens).
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Tab. 6: Statistische Analyse des Einflusses von SARs und Isoform des ppc-Gens
Zur Auswertung wurde alle Regeneranten mit den angegebenen Merkmalen zusammengefasst.
Merkmal Anzahl MW ± SD P (t-Test) Varianz P (F-Test)
Solanum
-SAR 252 41,2 ± 11,5 133
+SAR 263 53,0 ± 20,1
< 0,001
403
< 0,001
ftppc 251 45,1 ± 12,9 165
stppc 264 49,2 ± 20,8
< 0,01
431
< 0,001
Nicotiana
-SAR 211 46,4 ± 17,8 316
+SAR 242 50,7 ± 24,8
< 0,05
614
< 0,001
ftppc 220 46,5 ± 16,0 254
stppc 233 50,8 ± 26,2
< 0,05
684
< 0,001
In Abhängigkeit von der verwendeten ppc-Isoformen variierten die Anteile von Unter- bzw.
Überexprimierern an der Gesamtpopulation (Tab. 6, Abb. 37). Sowohl in Solanum tuberosum als
auch in Nicotiana tabacum unterschied sich die Gesamtheit der Linien mit stppc-Gen in mittleren
Aktivität und Varianz signifikant von den Linien mit ftppc-Gen. Durch Expression des stppc-Gens
konnten in beiden Pflanzenarten nicht nur die höchsten Aktivitätssteigerungen erreicht, sondern
auch ein deutlich größerer Anteil an Linien mit hoher PEPC-Aktivität erhalten werden, als mit dem
ftppc-Gen. In beiden Spezies trat bei Verwendung des homologeren stppc-Gen jedoch ein größerer
Prozentsatz von Linien auf, bei denen durch Cosuppression die endogene PEPC-Aktivität reduziert
war. Vergleicht man die beiden Pflanzenspezies miteinander, zeigt sich, dass in S. tuberosum mit
beiden ppc-Isoformen wesentlich mehr Linien mit größere Aktivitätssteigerungen, insbesondere im
Bereich bis zu Faktor 2,25, erhalten wurden als in N. tabacum. Auch war der Anteil von Linien mit
reduzierter endogener Aktivität in Kartoffel  mit beiden Isoformen niedriger.
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Abb. 37: Einfluss der ppc-Isoform auf die Häufigkeitsverteilung der PEPC-Aktivitäten.
Dargestellt sind die prozentualen Häufigkeiten der PEPC-Aktivitäten von allen Regeneranten einer
Spezies mit dem angegebenen ppc-Gen (unabhängig von der Expressionskassette).
92
Auffällig war, dass sich die meisten der Linien, besonders die Linien mit rbcS-Konstrukten,
hinsichtlich der PEPC-Aktivität kaum von dem Wildtyp unterschieden. Um ausschließen zu
können, dass es sich bei diesen Linien um „Ausreisser“ handelte, die Linien also für das ppc-Gen
nicht transgen waren, wurden PCR-Analysen zum Nachweis der Integration der Gene in das
Pflanzengenom durchgeführt. Da es zu aufwendig war sämtliche Linien (ca. 500 pro Pflanzenart) in
PCR-Analysen zu untersuchen, wurden Stichproben gezogen. Aus 150 Kartoffel-Linien wurde
genomische DNA isoliert und mit spezifischen Primerkombinationen in PCR-Analysen untersucht
(rbcS-Linien: 3C-UT/Ftag; 35SS-Linien: pS-5‘/Ftag Abb. 30). Bei ca. 90% der Linien konnte ein
spezifisches Produkt nachgewiesen werden (Abb. 38). Auch in den Linien mit verminderter PEPC-
Aktivität konnte das Transgen im Genom detektiert werden. Die reduzierte PEPC-Expression in
diesen Linien beruhte vermutlich auf „Cosuppression“, die durch die Sequenzhomologien zwischen
Transgen und endogenem Gen hervorgerufen wurde (Flavell, 1994; Meyer und Saedler, 1996;
Smyth, 1997).
         M                    M bp
            M     M  Wt  K
Abb. 38: PCR-Integrationsnachweis der rbcS-Kassette in das Kartoffelgenom
Die Abbildung zeigt eine repräsentative PCR-Analyse mit genomischer DNA von PrSt- und
PrStSD-Linien. Die Auftrennung von Aliquots der PCR-Ansätze erfolgte in einem 0,8%igem
Agarosegel. Die Pfeile markieren das erwartete spezifische Amplifikat (1263 bp; s.a.: Abb. 30).
M: λ-PstI-Marker Wt: Negativkontrolle mit genomischer DNA aus S. tuberosum
K: Positivkontrolle mit Plasmid-DNA (pPAMkrStSD)
Da sich Kartoffelpflanzen wesentlich besser vegetativ vermehren lassen als Tabakpflanzen, wurden
weitergehende physiologische Analysen auf Linien aus den acht Kartoffel-Populationen mit SAR-
Expressionskonstrukten (SP-Linien) beschränkt. Um mögliche Effekte mit der Höhe der PEPC-
Aktivität korrelieren zu können, wurde aus den beiden Populationen SPsSt und SPsStSD jeweils ein
Satz von Linien mit abgestuften PEPC-Aktivitäten ausgewählt. Zusätzlich wurden auch zwei
SPsStSD-Linien mit deutlich verminderter PEPC-Aktivität in die Untersuchungen einbezogen. Von
den übrigen Populationen wurden jeweils drei bis vier Linien mit den höchsten PEPC-Aktivitäten
weiterkultiviert (Abb. 41). Um vergleichbares Pflanzenmaterial und mehrere Individuen einer Linie
zu erhalten, wurden die Kartoffelpflanzen zunächst gestutzt und dann die neuen, ungefähr gleich
großen Seitentriebe zur Anzucht frischer Pflanzen gesteckt. Von jeder Tabak-Population wurden
einige besonders hoch bzw. niedrig exprimierenden Linien weiterkultiviert und geselbstet, um
homozygote Linien zu erhalten. Diese Linien sollten später zum Einkreuzen der ppc-Gene in
Tabakpflanzen dienen, die weitere am C4-Syndrom beteiligte Gene transgen exprimieren.
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4.2.3.3 Western-Blot-Analysen.
Durch immunologische Detektion der PEPC in Western-Blot-Analysen sollte bei den ausgewählten
Linien überprüft werden, ob die unter optimalen Bedingungen ermittelten in vitro-PEPC-
Aktivitäten, wie postuliert, mit der Menge an PEPC-Protein korrelierten.
Da die eingebrachten stppc-Gene den Bereich des Flaveria-Gens enthielten, dessen abgeleitete
Aminosäuresequenz zur Herstellung des Anti-Flaveria-PEPC-Serum verwendet worden war
(4.2.1.1.2), sollte es möglich sein, mit diesem Serum selektiv die transgenen PEPCs zu detektieren.
Die Proteinextrakte aus den Linien, die eine Variante der StPEPC exprimierten, wurden zum
Vergleich sowohl mit Anti-Flaveria-PEPC-Serum als auch mit Anti-Solanum-PEPC-Serum
untersucht. Da das Anti-Flaveria-PEPC-Serum nur Antikörper gegen den aus 17 Aminosäuren
bestehenden Bereich der FtPEPC enthielt, der als Peptid zur Immunisierung eingesetzt worden war,
mussten die Blots bei dessen Verwendung wesentlich länger mit der NBT-Reaktionslösung
inkubiert werden, um einen Farbniederschlag auf Höhe der PEPC (ca. 110 kDa) zu erhalten, als mit
dem Anti-Solanum-PEPC-Serum, in dem Antikörper gegen die gesamte StPEPC enthalten waren.
Mit dem Anti-Flaveria-PEPC-Serum resultierte in Extrakten des Wildtyps kein PEPC-spezifisches
Signal (Abb. 39A,B,C,E,G). Mit diesem Serum konnten innerhalb der rbcS-Linien, die gegenüber
dem Wildtyp maximal 1,8-fach erhöhte PEPC-Aktivitäten aufwiesen, nur bei zwei Linien (SPrSt
271 und SPrStSD 61) eindeutige Signale gefunden werden (Abb. 39A,C). In den übrigen rbcS-
Linien lag die Menge an transgener PEPC offenbar unterhalb der Nachweisgrenze des Anti-
Flaveria-PEPC-Serums. Durch parallele Untersuchung der SPrSt- und SPrStSD-Linien mit dem
Anti-Solanum-PEPC-Serum ließ sich jedoch nachweisen, dass in allen sechs Linien die Menge an
PEPC im Vergleich zum Wildtyp leicht erhöht war (Abb. 39D). In sämtlichen SPs-Linien, in denen
deutlich erhöhte PEPC-Aktivitäten vorlagen, konnte mit dem Anti-Flaveria-PEPC-Serum das
Vorliegen einer transgenen PEPC nachgewiesen werden (Abb. 39B,E,G). In einigen Extrakten der
hoch exprimierenden Linien wurden mit dem Anti-Solanum-PEPC-Serum neben einer Bande bei
ca. 110 kDa weitere Banden von geringerem Molekulargewicht erhalten, die möglicherweise aus
einer Degradation der PEPC resultierten. Bei den beiden Linien mit reduzierter PEPC-Aktivität,
SPsStSD 181 und 241, wurden mit dem Anti-Flaveria-PEPC-Serum keine, und mit dem Anti-
Solanum-PEPC-Serum nur sehr schwache Signale erhalten (Abb. 39G, H). Die geringen PEPC-
Aktivitäten in diesen beiden Linien resultierten demnach aus einer reduzierten Expression der
endogenen PEPC. Die Möglichkeit, dass die endogenen ppc-Gene inaktiviert wurden und die
gemessenen Aktivitäten auf einer schwachen Expression des Transgens beruhten, konnte somit
ausgeschlossen werden. Da mit Anti-Solanum-PEPC-Serum auch die endogene PEPC detektiert
wurde, konnte die Signalstärke des Wildtyp-Extraktes als Bezugsgröße dienen, um die PEPC-
Gehalte in den Linien mit einer rekombinanten StPEPC-Variante grob vergleichen zu können (Abb.
39F,H). Hierzu wurden die Intensitäten der Hauptbanden ermittelt und zu dem Wildtyp-Extrakt in
Relation gesetzt, der sich auf demselben Blot befand. Die SPsStSD-Linien wiesen bei
vergleichbaren Enzymaktivitäten etwas niedrigere PEPC-Gehalte als die entsprechenden SPsSt-
Linien. Die Signalstärken in den Immunoblots bestätigten im Wesentlichen das Bild, das sich aus
den PEPC-Aktivitätsbestimmungen ergeben hatte, auch wenn die relativen Bandenintensitäten
geringer waren als die relativen Aktivitäten. Es konnte somit davon ausgegangen werden, dass die
unter optimalen Bedingungen ermittelte PEPC-Aktivität ungefähr die Menge an PEPC-Protein
widerspiegelt.
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Abb. 39: Western-Blot-Analysen mit Linien aus den Populationen mit SARs.
Aus dem dritten Blatt von ca. 6 Wochen alten Pflanzen wurden nach 6 h Belichtung die löslichen
Proteine extrahiert. In einem 7%igen SDS-PAA-Gel wurden pro Spur 20 µg (A,B,C,D) bzw. 10 µg
(E,F,G,H) Proteinextrakt aufgetrennt und auf Nitrocellulose geblotet. Die PEPCs wurden mittels
Anti-Flaveria- bzw. Anti-Solanum-PEPC-Serum (1:500 bzw. 1:2000) und einem sekundären, AP-
konjugierten Antikörper detektiert. Die Visualisierung erfolgte durch Inkubation in NBT/BCIP-
Lösung. Neben den relativen PEPC-Aktivitäten gegenüber dem Wildtyp (in Klammern) sind auf
den anti-StPEPC-Blots auch die relativen Signalstärken angegeben. Zwischen den Blots sind die
molekularen Massen der markierten Markerbanden verzeichnet (3 µg „SDS-PAGE Broad Range“) .
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4.2.3.4 CO2-Assimilation durch Kurzzeitmarkierung mit 
14CO2.
Die unter optimalen in vitro–Bedingungen ermittelten spezifischen PEPC-Aktivitäten ließen ebenso
wie die Western-Blot-Analysen letztlich nur Rückschlüsse auf die Menge an aktiver rekombinanter
PEPC in den Kartoffel-Linien zu. Da in der Pflanzenzelle ein Spielraum zur Modulation der
Enzymaktivität nur bei suboptimalen Reaktionsbedingungen gegeben ist, war es wahrscheinlich,
dass die zusätzlich exprimierte PEPC in vivo nur zum Teil katalytisch aktiv war. Die Aktivität der
PEPC wird unter physiologischen Bedingungen stark durch diverse metabolische Inhibitoren und
Aktivatoren und deren Verhältnis zueinander bestimmt (1.3). Hierbei hat der pH-Wert des
Cytoplasmas, der zudem Schwankungen unterliegt, einen entscheidenden Einfluss sowohl auf die
Enzymaktivität als auch auf die Wirkung der Regulatoren. So wird beispielsweise die PEPC-
Aktivität bei optimalem pH-Wert (pH 8) nicht durch Malat inhibiert (Duff et al., 1995). Die
Wirkung der Regulatoren hängt in der Pflanzenzelle zudem erheblich von dem
Phosphorylierungsgrad der PEPC ab. Aufgrund der unterschiedlichen Sensitivität der PEPC-
Isoformen gegenüber den regulatorisch wirksamen Substanzen, insbesondere gegenüber Malat, war
es daher durchaus vorstellbar, dass selbst bei identischen Expressionsraten die tatsächlichen in vivo-
Aktivitäten der Isoformen völlig unterschiedlich sein könnten. Aufgrund der komplexen und
variablen Zusammensetzung des Cytoplasmas, war es jedoch unmöglich, in vitro Bedingungen zu
simulieren, die es erlauben würden, Aussagen über das in vivo-Verhalten der einzelnen PEPC-
Formen zu machen. Die Bestimmungen der tatsächlichen Aktivitäten in vivo könnte Anhaltspunkte
dafür liefern, ob bestimmte Enzymeigenschaften für die Funktionalität in C3-Pflanzen
ausschlaggebend sind: Wäre eine hohe Substrataffinität entscheidend, müssten sich mit den
StPEPCs größere Effekte erzielen lassen, wäre eine geringe Malatsensitivität wichtig, müssten die
FtPEPCs aktiver sein (4.2.1.2). Zudem könnten Rückschlüsse auf das Ausmaß einer regulatorischen
Phosphorylierung zur Aktivierung der PEPC in Kartoffelpflanzen ermöglicht werden. Bei geringen
PEPC-Kinase-Aktivitäten sollten theoretisch die PEPC-Varianten mit der Mutation im
Phosphorylierungsmotiv aktiver sein, während bei hohen Kinase-Aktivitäten die
phosphorylierbaren Enzyme aktiver sein müssten.
Um die in vivo-Aktivitäten der unterschiedlichen rekombinanten PEPCs bewerten zu können, wurde
auf Analysemethoden zurückgegriffen, die zur Aufklärung und Unterscheidung von C3- und C4-
Photosynthese eingesetzt worden waren: 14C-Isotopentracertechnik zur Markierung von Metaboliten
und anschließende chromatografische Auftrennung der markierten Verbindungen.
Das atmosphärische CO2 kann von Pflanzen im Licht sowohl mittels RubisCO als auch mittels
PEPC aufgenommen werden, wobei jeweils charakteristische primäre Carboxylierungsprodukte
entstehen: 3-PGA bei Fixierung durch die RubisCO und organische C4-Säuren (hauptsächlich Malat
und Aspartat) bei Fixierung durch die PEPC. Nach Begasung mit radioaktiv markiertem CO2 lässt
sich an der prozentualen Verteilung der Radioaktivität auf diese primären Metabolite erkennen,
welchen Anteil jedes der beiden Enzyme an der CO2-Aufnahme hat. Anhand des Anteils von 
14C-
markiertem Malat und Aspartat konnte beispielsweise bei C3-C4-intermediären Flaveria-Arten
festgestellt werden, wie stark der C4-Cyclus, also die CO2-Fixierung über PEPC, in den einzelnen
Arten ausgeprägt war (Chastain und Chollet, 1988; Chastain und Chollet, 1989; Rumpho et al.,
1984). Durch Begasung mit 14CO2 im Licht müssten sich anhand des Anteils an markierten C4-
Säuren die in vivo-Aktivitäten der in Solanum tuberosum transgen exprimierten PEPC-Formen
bestimmen lassen. Um möglichst nur eine Markierung der primären CO2-Fixierungsprodukte zu
erreichen, war es wichtig, dass die Blätter einem sehr kurzen 14CO2-Puls ausgesetzt und dann
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unverzüglich extrahiert werden konnten. Für die Vergleiche der verschiedenen Linien musste
zudem gewährleistet sein, dass die Blattscheiben unter reproduzierbaren Bedingungen inkubiert und
aufgearbeitet werden konnten. Zu diesem Zweck wurde eigens eine Begasungskammer entwickelt,
in die mittels Wechselschieber die Blattscheiben zügig eingesetzt und entnommen werden konnten
(Abb. 2). Dadurch konnte der „12CO2-chase“, der zwangsläufig mit der Überführung der
Blattscheibe in das Extraktionsmedium verbunden war, auf maximal 5 Sekunden begrenzt werden.
Da die Kammer zur Be- und Entladung nicht geöffnet werden musste, konnten zudem mit nur einer
14CO2-Injektion mehrere Blattscheiben unmittelbar hintereinander inkubiert werden. Die löslichen
Metabolite wurden dann auf Dünnschichtplatten zweidimensional (elektrophoretisch und
chromatografisch) aufgetrennt. Da die Extrakte auch Substanzen enthielten, die im UV-Licht
fluoreszierten oder dieses absorbierten, konnte die Auftrennung kontrolliert werden. Die
Auswertung der Platten erfolgte mittels Phosphorimager und zugehöriger Analyse-Software. In
Vorversuchen wurde zunächst überprüft, inwieweit mit der vorhandenen apparativen Ausstattung
die Metabolite markiert, aufgetrennt und identifiziert werden konnten. Zur Veranschaulichung sind
in Abb. 40 einige typische Autoradiogramme dargestellt. Die relevanten Metabolite, Aspartat und
Malat, konnten gut von den übrigen löslichen Metaboliten abtrennt und identifiziert werden (3.5.1).
Die übrigen Signale in den Autoradiogrammen wurden mit Hilfe von veröffentlichten Abbildungen
zugeordnet (Metzner, 1982; Strasburger, 1991). Durch Begasung der C4-Pflanze Flaveria trinervia
wurde die radioaktive Markierung, wie bei einer initialen CO2-Fixierung mittels PEPC erwartet, fast
ausschließlich in den beiden C4-Verbindungen Malat und Aspartat gefunden (Abb. 40A). In der C3-
C4-intermediären Flaveria angustifolia (C) und den beiden C3-Pflanzen, Flaveria pringlei (B) und
Solanum tuberosum (D), waren nach einem 14CO2-Puls von nur 10 Sekunden, zusätzlich zu dem
primären C3-Produkt (3-PGA), auch Metabolite markiert, die aus dem weiteren Umsatz von 3-PGA
und aus der PEPC-Aktivität (Malat und Aspartat) resultierten. Die prozentualen Anteile von Malat
und Aspartat an der Gesamtmarkierung von löslichen Metaboliten betrug bei den Flaveria-Pflanzen
6% + 9% (C3), 9% + 24 % (C3-C4) bzw. 49% + 43 % (C4). Diese Werte lagen in der
Größenordnung veröffentlichten Daten, wobei die Summe von markiertem Malat und Aspartat bei
einer reinen C3-Art 5 %, bei einer intermediären Art 42 % und bei einer reinen C4-Art 90 % der
Gesamtmarkierung betrugen (Rumpho et al., 1984). Die Reproduzierbarkeit der Methode wurde
durch mehrere unabhängige Experimente mit ein und derselben Pflanze an verschiedenen Tagen
überprüft. Zur Beurteilung der in vivo-Aktivität der PEPC in den unterschiedlichen Kartoffel-Linien
wurde nur der Anteil von 14C in Malat berücksichtigt, da sich bei den ersten Versuchsreihen kaum
Unterschiede in der Markierungsrate von Aspartat ergeben hatten. In allen untersuchten Linien lag
der Aspartatanteil an der Gesamtmarkierung in einer Größenordnung von 5-8 %. Wie aus
Abb. 40A-E hervorgeht, lagen nach dem Chromatografieschritt keine weiteren markierten
Substanzen auf Höhe des Malats, so dass im Weiteren für die Quantifizierung von markierten Malat
auf den ersten, elektrophoretischen Auftrennungsschritt verzichtet werden konnte. Der
Probendurchsatz erhöhte sich dadurch deutlich, da nun pro Dünnschichtplatte sechs Proben parallel
analysiert werden konnten (Abb. 40F). Um bei der eindimensionalen Auftrennung eine
ausreichende Separation von Malat zu gewährleisten, war es jedoch wichtig, dass weniger Extrakt
(1/10 von 100 µl Extrakt) aufgetragen wurde. Mittels parallel durchgeführten ein- und
zweidimensionalen Auftrennungen wurde bestätigt, dass der prozentuale Anteil von 14C in Malat
nicht durch die Art der Auftrennung beeinflusst wurde.
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Abb. 40: Autoradiogramme von aufgetrennten 14C-markierten Metabolite.
A: Flaveria trinervia (C4); B: Flaveria pringlei (C3); C: Flaveria angustifolia (C3-C4); D: Solanum
tuberosum (C3); E: S. tuberosum PEPC-Überexprimierer SPsStSD 21(C3); F: eindimensionale
chromatografische Auftrennung von PEPC-Überexprimierer. Die Signale einiger wichtiger
Metabolite sind beschriftet. Links unten sind die Richtungen der Trennverfahren eingezeichnet.
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Abb. 41: 14C-Einbau in lösliche Metabolite und in Malat bei transgenen Linien.
Nach 10 sek 14CO2-Begasung von 2,54 cm
2 Blattscheiben wurde die Gesamtradioaktivität der
löslichen Metabolite durch Szintilationszählung bestimmt. Der relative Anteil von markiertem
Malat wurde nach Auftrennung der Metabolite mittels Phosphorimager ermittelt. Mittelwert ± SE
basieren auf separaten Experimenten (Wildtyp: n=4; SPsSt/SPsStSD: n=3; übrigen Linien: n=2).
Zwischen den Grafiken sind die Vielfachen der Wildtyp-PEPC-Aktivität angegeben. Die
Wahrscheinlichkeitswerte laut t-Test im Vergleich zum Wildtyp sind links neben den Balken
angegeben (*: P<0,05; **: P<0,01; ***: P<0,001).
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In Abb. 41 sind die Ergebnisse der 14CO2-Begasungen im Licht von sämtlichen weiterkultivierten
Kartoffel-Linien zusammengefasst. Auffällig war, dass bei Solanum tuberosum Wildtyp-Pflanzen
der Anteil an markiertem Malat mit 15 % ungefähr doppelt so hoch war wie bei der Flaveria
pringlei, die ebenfalls eine C3-Pflanze ist (Abb. 40B, D u. Abb. 41). Dies könnte auf eine bereits
von Natur aus aktivere PEPC in Kartoffelblättern hindeuten. Hinsichtlich der Gesamtinkorporation
von 14C in die lösliche Fraktion unterschieden sich die transgenen Kartoffel-Linien nicht signifikant
vom Wildtyp (Abb. 41A). Die Mehraufnahme von 14CO2 bei einigen Linien mit rbcS-Kassette war
vermutlich nicht durch die PEPC-Expression bedingt, da keine der rbcS-Linien, weder mit FtPEPC-
noch mit StPEPC-Varianten, eine signifikante Veränderung des Anteils von 14C in Malat gegenüber
dem Wildtyp zeigte (Abb. 41B). Vermutlich reichten die maximal um 80 % erhöhten PEPC-
Aktivitäten in den rbcS-Linien nicht aus, um messbare Veränderungen in der 14C-Verteilung zu
bewirken. Bei den Linien mit konstitutiv exprimierten ftppc-Genen (SPsFt und SPsFtSD), bei deren
die PEPC-Aktivität in vitro bis zu Faktor 3 erhöht waren, zeigte sich eine leichte, statistisch jedoch
nicht signifikante Erhöhung des markierten Malats auf maximal 20 % der Gesamtmarkierung,
wobei keine Unterschiede zwischen SPsFt- und SPsFtSD-Linien festgestellt werden konnten.
Signifikante Erhöhungen der Markierungsraten von Malat traten nur in Linien auf, die eine Variante
des stppc-Gens unter Kontrolle des 35SS-Promotors exprimierten (SPsSt und SPsStSD). Dass mit
ähnlich hohen PEPC-Aktivitäten wie in den ftppc-Linien von ca. 3-facher Wildtyp-Aktivität in
diesen Linien höhere Einbauraten von CO2 in Malat (25-28 %) erreicht wurden, wurde als Indiz
dafür gewertet, dass die StPEPCs in vivo aktiver waren als die FtPEPCs. In allen SPsSt-Linien, in
denen die PEPC-Aktivitäten zwischen Faktor 2,7 und 4,9 erhöht waren, konnte zwar eine
signifikante Erhöhung der Malatmarkierung auf bis zu 27 % gefunden werden, jedoch bestand hier
keine Korrelation zwischen PEPC-Aktivität und Malatmarkierung (Abb. 42 und Abb. 43). Anders
hingegen verhielten sich die SPsStSD-Linien: Hier nahm mit der PEPC-Aktivität auch die
Markierungsrate von Malat zu. In der am stärksten exprimierenden Linie SPsStSD 21 war der
Anteil an radioaktivem Malat mit 34 % mehr als doppelt so hoch als im Wildtyp. In allen SPsStSD-
Linien lagen höhere Anteile an markiertem Malat vor als in SPsSt-Linien mit entsprechend
vergleichbarer PEPC-Aktivität (Abb. 42 und Abb. 43). Auffällig war auch, dass auch die
Gesamtmarkierung der löslichen Fraktion bei den SPsStSD-Linien mit der Expressionshöhe der
mutierten PEPC zusammenhing. Daraufhin wurde die Gesamtinkorporation von 14C in die
Blattscheiben von Wildtyp und den beiden hoch exprimierenden Linien SPsStSD 72 und 21 näher
untersucht, wobei lediglich zwischen löslicher und unlöslicher Fraktion differenziert wurde. Diese
bestätigten, dass bei den Überexprimierern in Abhängigkeit von der PEPC-Expression eine stärkere
Markierung der löslichen Fraktion erfolgte als im Wildtyp (Daten nicht gezeigt). Hinsichtlich der
Markierung der unlöslichen Fraktion bestanden jedoch keine Unterschiede. Eine Störung der
photosynthetischen CO2-Aufnahme durch die Expression der mutierten PEPC schien somit nicht
vorzuliegen. Die beiden Linien mit auffällig reduzierten PEPC-Aktivitäten fixierten weniger 14CO2
in Malat als der Wildtyp, wobei der Unterschied zwischen der Linie SPsStSD 181 und dem Wildtyp
auch statistisch signifikant war. Generell fiel auf, dass die Änderungen des Anteils von markiertem
Malat sowohl bei den PEPC-Überexprimierern als auch bei den PEPC-Unterexprimierern geringer
waren als aufgrund der in vitro-Aktivitäten und der Western-Blot-Analysen zu erwarten gewesen
wäre. Bei einer Erhöhung der PEPC-Aktivität um mehr als das Vierfache ergab sich nur ungefähr
eine Verdoppelung des 14C in Malat, während eine Verminderung der Aktivität um 70 % zu einer
Verminderung des markierten Malats um lediglich 20% führte (siehe auch Abb. 42 und Abb. 43).
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Da offensichtlich nur in den SPsSt- und SPsStSD-Linien physiologisch aktive PEPC-Gehalte
vorlagen, wurden nur diese Linien weitergehend analysiert. Aus beiden Populationen wurde jeweils
eine Reihe von Linien ausgewählt, deren PEPC-Aktivitäten den Bereich von Faktor 3 bis 5 der
Wildtyp-Aktivität repräsentierten (Abb. 42). Die beiden Linien mit reduzierter PEPC-Aktivität
wurden ebenfalls in die weiteren Analysen einbezogen. In Abb. 43 sind die Markierungsraten von
Malat in den ausgewählten Linien nochmals entsprechend der PEPC-Aktivitäten sortiert dargestellt.
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Abb. 42: PEPC-Aktivitäten in Blättern von SPsStSD- und SPsSt-Linien.
Dargestellt sind Mittelwert ± SE von separaten Aktivitätsbestimmungen (Wildtyp: n=12; Transgene
Linien: n=7). Von jeder Linie wurden mehrere mindestens 30 cm große Pflanzen untersucht, die
sowohl aus Gewächshaus- als auch aus Kulturraumkultur stammten. Unterhalb der Grafik sind die
Vielfachen im Vergleich zu der PEPC-Aktivität des Wildtyps angegeben. Die PEPC-Aktivitäten der
transgenen Linien unterschieden sich alle signifikant (P < 0,001) von der Aktivität des Wildtyps.
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Abb. 43: Malatanteil an den markierten löslichen Metaboliten in SPsStSD- und SPsSt-Linien
Angegeben sind Mittelwert ± SE des markierten Malats an der Gesamtmarkierung der löslichen
Metabolite nach einem 14CO2-Puls von 10 sek (entsprechend Abb. 41). Auf den Säulen sind die
Prozente absolut und unterhalb der Grafik die Vielfachen im Vergleich zum Wildtyp angegeben.
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4.2.3.5 CO2-Aufnahme im Dunkeln
In C3-Pflanzen erfolgt die Assimilation von CO2 im Licht vor allem durch die RubisCO. Im
Dunkeln ist dieses Enzym jedoch nicht aktiv, so dass man davon ausgehen kann, dass eine CO2-
Aufnahme hier fast ausschließlich auf die Aktivität der PEPC zurückzuführen ist. Bei Begasungen
mit 14CO2 im Dunkeln müssten demnach die Unterschiede in der Radioaktivitätsaufnahme zwischen
dem Wildtyp und den Pflanzen mit konstitutiver PEPC-Expression wesentlich stärker ausgeprägt
sein als im Licht.
Die Extrakte von im Dunkeln inkubierten Blattscheiben der ausgewählten Linien (Abb. 42) zeigten
bei der chromatografischen Auftrennung kaum Unterschiede in der 14C-Verteilung auf verschiedene
Metabolite. In allen Linien fand sich über 90 % der Radioaktivität der löslichen Fraktion in den C4-
Säuren Malat und Aspartat wieder, wobei Malat jeweils stärker markiert war. Das
Markierungsmuster ähnelte stark dem der C4-Pflanze Flaveria trinervia im Licht (Abb. 40A). Es
war daher anzunehmen, dass die 14CO2-Aufnahme im Dunkeln, wie erwartet, überwiegend durch
die PEPC erfolgte. Für die Untersuchung weiterer Parallelen wurde der Einfachheit halber daher nur
die 14C-Markierung in der löslichen Fraktion bestimmt. Die Linien unterschieden sich im Dunkeln
deutlich in der Höhe der 14CO2-Aufnahme. Bei einer verminderten PEPC-Aktivität (SPsStSD 181
und 241) wurde im Dunkeln insgesamt weniger 14CO2 aufgenommen als im Wildtyp, bei erhöhter
PEPC-Aktivität war die lösliche Fraktion hingegen deutlich stärker markiert. Überraschenderweise
wurden die Unterschiede zum Wildtyp mit zunehmender PEPC-Aktivität geringer. Die 14C-
Inkorporation in die lösliche Fraktion war zwar in allen drei SPsStSD-Linien noch signifikant höher
als im Wildtyp, jedoch fiel die Erhöhung von Faktor 2,3 in SPsStSD 41 auf Faktor 1,5 in SPsStSD
21 ab. Dieses Phänomen zeigte sich auch bei den SPsSt-Linien. Offensichtlich spielten für die CO2-
Aufnahme im Dunkeln bei zunehmender PEPC-Aktivität völlig andere Faktoren eine Rolle als bei
der CO2-Aufnahme im Licht. So könnte möglicherweise die Stomata-Öffnung mit zunehmender
PEPC-Aktivität beeinträchtigt werden, so dass insgesamt weniger 14CO2 aufgenommen wurde.
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Abb. 44: Inkorporation von 14C in die lösliche Fraktion im Dunkel.
Nach 8 h Dunkelheit wurden Blattscheiben geerntet und im Dunkeln mit 14CO2 begast. Der 
14CO2-
Puls betrug 20 sek. Angegeben sind Mittelwert ± SE (n=3).
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4.2.3.6 Wachstumsparameter
Von allen Pflanzen, die für die Begasungsexperimente kultiviert worden waren (Abb. 41), wiesen
nur die Linien, die die mutierte endogene PEPC konstitutiv exprimierten (SPsStSD) eine
abweichende Morphologie auf. Die überexprimierenden SPsStSD-Pflanzen zeigten ein deutlich
gestauchtes Wachstum (Abb. 46). Obwohl die SPsSt-Linien vergleichbare PEPC-Mengen wie die
SPsStSD-Linien enthielten, unterschied sich deren Wachstum kaum vom Wildtyp. Wie genauere
Analysen des Wachstums ergaben, beruhte die signifikante Reduktion der Größe bei den SPsStSD-
Pflanzen auf einer Stauchung der Internodien, und nicht auf einer Abnahme der Nodienanzahl
(Abb. 45). Nach längerer Kulturdauer (10 Wochen) war die Anzahl der Nodien sogar größer als bei
den SPsSt-Linien und dem Wildtyp. Diese Zunahme der Nodien könnte möglicherweise darauf
beruhen, dass im Gegensatz zu den SPsStSD-Linien bei den SPsSt-Linien und dem Wildtyp das
Triebwachstum durch Einsetzen der Blütenbildung abgeschlossen war. Nach einer Kulturdauer von
6 Wochen wiesen die beiden SPsSt-Linien 251 und 151, bei denen die PEPC-Aktivität um Faktor
2,7 bzw. 3,8 erhöht war, deutlich längere Internodien als der Wildtyp auf (signifikant größer bei
reduzierter Nodienzahl). Der Wuchs der Unterexprimierer entsprach dem Wildtyp, mit einer
leichten Tendenz zu längeren Internodien.
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Abb. 45: Einfluss der PEPC-Aktivität auf die Pflanzengröße
Ausgewertet wurden ca. 6 und 10 Wochen alte, separat aus Stecklingen gezogene Pflanzen.
Dargestellt sind Mittelwert ± SE (6W: n=3; 10W: n=5). In den Abbildungen sind die Linien nach
zunehmender PEPC-Aktivität sortiert (siehe Abb. 42). Die Wahrscheinlichkeitswerte laut t-Test im
Vergleich zum Wildtyp sind unterhalb der Säulen angegeben (*: P<0,05; **: P<0,01; ***: P<0,001;
keine Angabe: nicht signifikant).
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Neben dem Streckungswachstum der Internodien war auch die Blattspreite reduziert (Abb. 46
untere Reihe). Die Blätter der StPEPC(S9D)-Überexprimierer waren dunkler, derber und spröder als
bei allen übrigen Pflanzen. Der vermehrte Austrieb der basalen Achselknospen deutete auf eine
reduzierte Apikaldominanz hin. Als Folge dessen zeigten die hoch exprimierenden SPsStSD-Linien
einen aussergewöhnlich buschigen Habitus (Abb. 46 Mitte links).
Abb. 46: Größenvergleich der SPsSt- und SPsStSD-Pflanzen.
In den beiden oberen Reihen sind die Pflanzen nach PEPC-Aktivität sortiert (von links nach rechts
zunehmend). Das Alter der Pflanzen betrug in der oberen Reihe 4 Wochen, und in der mittleren
Reihe 6 Wochen. Unten sind der Überexprimierer SPsStSD 21 und der Wildtyp gegenübergestellt.
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Da Kartoffelpflanzen unterirdische Speicherorgane für Kohlenhydrate, die Knollen, ausbilden, bot
es sich an, als weiteren Parameter den durchschnittlichen Knollenertrag pro Pflanze zu ermitteln
(Abb. 47). Auch hierin unterschieden sich die SPsStSD-Linien deutlich von den SPsSt-Linien und
dem Wildtyp. Mit zunehmender Expression der mutierten PEPC (StPEPC(S9D)-C4) sank der
Knollenertrag pro Pflanze. Bei der Linie SPsStSD 21 war der Ertrag um mehr als 80 % im
Vergleich zum Wildtyp reduziert. Die Knollenerträge bei dem Unterexprimierer SPsStSD 181 und
bei den SPsSt-Linien waren gegenüber dem Wildtyp statistisch nicht signifikant verändert. Bei den
SPsSt-Pflanzen waren die Erträge in der Tendenz jedoch mit zunehmender PEPC-Aktivität höher
(bis zu 30 % bei SPsSt 21). Auch bei weiteren, nicht systematisch durchgeführten Bestimmungen
des Knollengewichts (z.B. bei abgereiften Gewächshauspflanzen) wiesen die SPsStSD-Linien
deutlich niedrigere Erträge auf. Nach längerer Kulturzeit waren die Ertragseinbußen jedoch geringer
(ca. 50 % bei SPsStSD 21). Allerdings waren auch die Ertragssteigerungen bei den SPsSt-Linien
waren dann weniger stark ausgeprägt.
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Abb. 47: Knollenertrag der PEPC-überexprimierenden Linien.
Dargestellt ist das Knollen-Frischgewicht von 10 Wochen alten Pflanzen, die im Kulturraum
gezogen wurden. Von jeweils fünf Pflanzen je Linie wurde das Knollengewicht separat bestimmt.
Dargestellt sind Mittelwert ± SE (n=5). Die Wahrscheinlichkeitswerte laut t-Test im Vergleich zum
Wildtyp sind unterhalb der Säulen angegeben (*: P<0,05; **: P<0,01; keine Angabe: nicht
signifikant).
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4.2.3.7 Metabolitgehalte
Um den Gehalt an Metaboliten der einzelnen Linien vergleichen zu können, sollte, wie in der
Literatur weit verbreitet, das Frischgewicht der Blätter als Bezugsgröße dienen. Bei den
Gewichtsbestimmungen der zu analysierenden Blattscheiben fiel auf, dass die Blattscheiben der
PEPC-überexprimierenden SPsStSD-Pflanzen schwerer waren als die der SPsSt-Pflanzen und des
Wildtyps, während die Blattscheiben von Linien mit Cosuppression (SPsStSD 181 und 241) leichter
waren. Zur Aufklärung dieser Beobachtungen wurden von sechs Blattscheiben je Linie sowohl das
Frisch- als auch das Trockengewicht ermittelt. Hinsichtlich des Trockengewichtes ergaben sich
hierbei keine signifikanten Unterschiede zwischen den Linien (Abb. 48). Die Differenzen im
Frischgewicht mussten demnach auf unterschiedlich hohen Wassergehalten beruhen. Bei den
SPsStSD-Linien korrelierte der errechnete Wassergehalt der Blättern deutlich mit der PEPC-
Aktivität, während bei den SPsSt-Linien kein eindeutiger Trend zu erkennen war: Die Linien mit
reduzierter endogener PEPC-Aktivität enthielten fast 10 % weniger Wasser als der Wildtyp; Die
überexprimierenden Linien enthielten 5 %, 22 % bzw. 28 % mehr Wasser. Vor diesem Hintergrund
erschien es sinnvoller, die Metabolitgehalte der Pflanzen auf die Blattfläche, und somit indirekt auf
das Trockengewicht, zu beziehen. Wie zudem Proteinbestimmungen, die im Zuge der
Aktivitätsmessungen durchgeführt worden waren, gezeigt hatten, war auch der Proteingehalt pro
Blattscheibe bei allen Linien ungefähr gleich hoch (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 48: Einfluss der PEPC-Aktivität auf den Wassergehalt in Blättern.
Geerntet wurde von dem dritten Blatt von oben nach 8h Belichtung. Der Wassergehalt wurde für
jede Blattscheibe (2,54 cm²) separat aus der Differenz zwischen Frisch- und Trockengewicht
bestimmt. Angegeben sind die Mittelwerte ± SE (n=6). Die Wahrscheinlichkeitswerte laut t-Test im
Vergleich zum Wildtyp sind unterhalb der Säulen angegeben (*: P<0,05; **: P<0,01; ***: P<0,001;
keine Angabe: nicht signifikant).
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Bei den CO2-Begasungsexperimenten hatte sich gezeigt, dass bei den StPEPC-überexprimierenden
Linien (SPsSt und SPsStSD) ein relativ großer Anteil des angebotenen CO2 in Form von Malat
fixiert wurde. Dies war ein klares Indiz dafür, dass die transgen exprimierten StPEPCs in vivo aktiv
waren. Auch schienen die auffälligen morphologischen Veränderungen und die Ertragsminderung
bei den SPsStSD-Linien (Abb. 46) mit der Expression der malatdesensibilisierten StPEPC(S9D)-C4
in Zusammenhang zu stehen. Im Stoffwechsel von C3-Pflanzen liegt die Hauptaufgabe der PEPC an
der Schnittstelle von Glycolyse und Citrat-Cyclus, wodurch ihr eine zentrale Rolle bei der
Verteilung von vorhandenen Kohlenstoffgerüsten auf diverse Biosynthesewege zukommt. Ein
verstärkter Abfluss von Intermediaten des Citrat-Cyclus in abzweigende Synthesewege (wie z.B.
Aminosäuresynthese) wird durch Nachlieferung von Oxalacetat (OAA) durch die PEPC
ausgeglichen. Das Substrat der PEPC, PEP, wird über glycolytische Reaktionswege bereitgestellt,
wobei bei Belichtung sowohl frische Assimilate (Triosephosphate) als auch Depotkohlenhydrate
(Stärke und Saccharose) als Quelle dienen können (Huppe und Turpin, 1994; Stitt, 1999). Die
Überexpression einer physiologisch aktiven PEPC könnte demnach den Fluss von
Kohlenstoffgerüsten in Aminosäuren und organische Säuren zu Lasten der Zucker erhöhen.
Zur Beurteilung des Einflusses einer erhöhten PEPC-Aktivität auf den substratliefernden
Zuckermetabolismus wurden Glucose, Fructose, Saccharose und Stärke bestimmt. Als mögliche
Folgeprodukte der PEPC-Reaktion wurden neben Malat, das unmittelbar durch Reduktion des OAA
entsteht, auch die freien Aminosäuren bestimmt, da deren Synthese durch ein erhöhtes Angebot von
OAA bzw. Malat für den Citrat-Cyclus gefördert werden könnte. Das untersuchte Blattmaterial
stammte von je zwei ca. 6 Wochen alten Gewächshauspflanzen pro Linie. Als Vergleich zu den
SPsStSD-Linien und dem Wildtyp (jeweils sechs Proben) wurden auch je zwei Proben der beiden
hochexprimierenden SPsSt-Linien 151 und 21, deren PEPC-Aktivitäten in vitro mit SPsStSD 72
bzw. 21 vergleichbar waren (Abb. 42), analysiert.
Die Expression der malatdesensibilisierten PEPC-Variante, StPEPC(S9D)-C4, hatte einen
deutlichen Einfluss auf die Verteilung des Kohlenstoffes auf verschiedene Metabolite (Abb. 49).
Während im Saccharosegehalt keine signifikanten Unterschiede zwischen den untersuchten Linien
auftraten, wiesen die StPEPC(S9D)-C4 überexprimierenden Linien (SPsStSD 41, 72, 21) deutlich
reduzierte Gehalten an Hexosen (Fructose, Glucose) und Stärke auf. Der Grad der Verminderung
der Zucker korrelierte deutlich mit der Expressionshöhe der mutierten PEPC. Die 4,7-fache
Erhöhung der PEPC-Aktivität in der Linie SPsStSD 21 führte zu drastischen Verminderungen der
Zucker: Glucose um 75%, Fructose um 70% und Stärke um 40%. Die vergleichbar hohe Expression
des malatsensiblen Enzyms StPEPC-C4 in SPsSt 21 (Faktor 4,9 zum Wildtyp) führte demgegenüber
nur zu leichten, nicht signifikanten Verminderungen von Hexosen und Stärke. Jedoch war auch hier
Glucose etwas stärker reduziert als Fructose und Stärke. Die beiden Linien mit verminderter
endogener PEPC-Aktivität (SPsStSD 181 und 241) unterschieden sich in den Zuckergehalten nicht
wesentlich vom Wildtyp. Die offensichtlich höhere in vivo-Aktivität der StPEPC(S9D)-C4-Mutante
fand ihren Niederschlag vor allem im Malatgehalt. Dieser war in allen PEPC-überexprimierenden
SPsStSD-Linien signifikant erhöht (SPsStSD 21: ca. 4-fach gegenüber Wildtyp). Auch hier bestand
eine deutliche Korrelation zwischen Malatgehalt und PEPC-Aktivität. Die SPsSt-Linien wiesen
hingegen nur geringe Malaterhöhungen um maximal 50 % auf. Aus den Bestimmungen der freien
Aminosäuren in den PEPC-Überexprimierern ergab sich ein ähnliches Bild, wie bei den
Malatbestimmungen: Signifikante Erhöhung der Aminosäuren in den SPsStSD-Linien (SPsStSD
21: um Faktor 4) und nur leichte Zunahmen in den SPsSt-Linien. Bei reduzierter endogener PEPC-
Aktivität war der Malatgehalt leicht vermindert und der Aminosäurengehalt leicht erhöht.
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Abb. 49: Einfluss der PEPC-Aktivität auf Kohlenhydrat-, Malat- und Aminosäuregehalt.
Von ca. 6 Wochen alten, aus Stecklingen gezogenen Gewächshauspflanzen wurden nach ca. 8 h
Licht gleich große Blattscheiben aus dem 3. Blatt von oben ausgestanzt. Dargestellt sind Mittelwert
± SE (n=6; SPsSt: n=2). In den Abbildungen sind die Linien nach zunehmender PEPC-Aktivität
sortiert (siehe Abb. 42). Die Wahrscheinlichkeitswerte laut t-Test im Vergleich zum Wildtyp sind
unterhalb der Säulen angegeben (*: P<0,05; **: P<0,01; ***: P<0,001; keine Angabe: nicht
signifikant).
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Zur Klärung der Frage, ob die freien Aminosäuren in ihrer Gesamtheit erhöht waren oder ob
einzelne Aminosäuren besonders von der gesteigerten PEPC-Aktivität profitierten, wurde mit Hilfe
eines Aminosäuren-Analysators die Zusammensetzung der freien Aminosäuren genauer untersucht.
Aufgrund der zur Verfügung stehenden Kationentausauscher-Säule und dem verwendeten
Derivatisierungsverfahren mussten jedoch Einschränkungen bei der Detektion in Kauf genommen
werden. Zum einen konnte nicht das gesamte Spektrum an Aminosäuren erfasst und zum anderen
Aspartat und Glutamat nicht von ihren Amiden, Asparagin und Glutamin, differenziert werden.
Der Vollständigkeit halber wurden in Tab. 7 die prozentualen Anteile der einzelnen Aminosäuren
an der Gesamtheit der Aminosäuren angegeben. Da sich die in dieser Arbeit untersuchten Linien
jedoch massiv in der absoluten Menge an freien Aminosäuren unterschieden (Abb. 49), gab diese in
der Literatur häufig verwendete Darstellungsweise die tatsächlichen Verhältnisse jedoch nicht
korrekt wieder. Wesentlich deutlicher ließen sich die Veränderungen in den Kartoffel-Linien
erkennen, wenn die absoluten Gehalte der verschiedenen Aminosäuren gegenübergestellt wurden
(Abb. 50).
Tab. 7: Verteilung der Aminosäuren in den Linien SPsStSD und SPsSt.
Basierend auf den Mittelwerten in Abb. 50 sind die prozentualen Anteile an allen gemessenen
Aminosäuren angegeben.
Wildtyp SPsStSD
181
SPsStSD
41
SPsStSD
72
SPsStSD
21
SPsSt
151
SPsSt
21
Arg 1,0 0,7 0,5 0,6 0,4 0,7 0,7
Ile 1,1 1,2 0,5 0,5 0,4 0,8 1,0
Lys 1,3 1,4 1,1 0,5 0,6 0,8 1,1
Val 1,7 1,7 1,3 0,8 0,8 1,8 2,0
His 3,3 2,6 2,0 1,2 1,2 4,2 5,1
Phe 2,8 3,1 1,4 1,6 1,4 2,3 2,3
Tyr 3,3 4,0 1,1 1,1 0,7 2,1 2,7
Gly 3,2 3,4 2,1 2,3 2,8 3,1 4,6
Ser 6,9 7,7 2,5 2,6 3,1 4,4 4,8
Ala 6,3 7,6 3,8 4,9 4,3 5,0 4,3
Thr 4,8 4,9 3,8 8,1 6,1 7,0 5,1
Asx 18,90 19,20 14,30 15,30 14,90 16,70 17,30
Glx 45,2o 42,60 65,50 60,60 62,80 51,10 48,90
Abb. 50: Einfluss der PEPC-Aktivität auf den Gehalt an freien Aminosäuren in Blättern.
Für die Aminosäuren-Analysen wurden die gleichen Extrakte eingesetzt wie in Abb. 49. Alle
detektierten Aminosäuren sind einzeln (A,B,C) und als Summe (D) aufgeführt, wobei die
Skalierung dem Vorkommen entsprechend angepasst wurde. Angegeben sind Mittelwert ± SE
(Wildtyp: n=5; SPsStSD 181, 72, 21: n=4; SPsStSD 41: n=3; SPsSt: n=2). Die
Wahrscheinlichkeitswerte laut t-Test im Vergleich zum Wildtyp sind unterhalb der Säulen
angegeben (*: P<0,05; **: P<0,01; ***: P<0,001).
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In der Summe ergaben die detektierten Aminosäuren ähnliche Werte wie die
Gesamtmengenbestimmung mittels Ninhydrin-Reagenz (Abb. 49 und Abb. 50D).
Die beiden Linien, die das Enzym mit intakter Phosphorylierungsstelle (StPEPC-C4) hoch
exprimierten (SPsSt 151 und 21), unterschieden sich weder in der Gesamtmenge noch in einzelnen
Aminosäuren wesentlich von dem Wildtyp. Die Linie mit reduzierter PEPC-Aktivität (SPsStSD
181) wies für die meisten Aminosäuren eher leicht erhöhte Werte auf. Signifikant waren jedoch nur
die Veränderungen bei Tyrosin, einer aromatischen Aminosäure aus dem Shikimatweg, und bei
Alanin. An der deutlichen Zunahme der Gesamtmengen an freien Aminosäuren in den
StPEPC(S9D)-C4-überexprimierenden Linien (SPsStSD 41, 72 und 21) waren die einzelnen
Aminosäuren unterschiedlich stark beteiligt. Zwar zeigten alle Aminosäuren bis auf Tyrosin mehr
oder weniger deutlich erhöhte Werte, jedoch beruhten 90 % der Zunahme auf einer massiven
Erhöhung der per se am stärksten vertretenen Aminosäuren Glutamat, Glutamin, Aspartat und
Asparagin (Abb. 50C) (Lam et al., 1995). Am deutlichsten waren die Veränderungen bei
bestimmten Aminosäuren bei der Kartoffel-Linie mit der höchsten PEPC-Aktivität. In der Linie
SPsStSD 21 hatten an den zusätzlichen freien Aminosäuren allein Glutamat und Glutamin, die im
Vergleich zum Wildtyp um Faktor 5 erhöht waren, einen Anteil von 70 %. Auf Aspartat und.
Asparagin (2,8-fach erhöht) entfielen 13 %, und auf Threonin (5-fach erhöht) 7 %. Relativ starke
Zunahmen konnten noch bei Alanin (2,6-fach) und Glycin (3,1-fach) beobachtet werden, die mit 3,6
% bzw. 2,6 % zu der Erhöhung beitrugen. Nur geringe, jedoch signifikante Erhöhungen (jeweils
1,7-fach) zeigten auch Phenylalanin, Lysin und Arginin, deren Anteil an der Erhöhung zusammen
jedoch weniger als 1,5 % ausmachte.
Die meisten der signifikant erhöhten Aminosäuren lassen sich direkt oder indirekt (über den Citrat-
Cyclus) mit der PEPC-Aktivität in Verbindung bringen. So ist α-Ketoglutarat, ein Intermediat des
Citrat-Cyclus, das Substrat für die Synthese von Glutamat und Glutamin, die beide auch als
Aminogruppen-Donatoren für Aminierung bzw. Amidierung weiterer Aminosäuren fungieren.
Aspartat und Asparagin entstehen durch Transaminierung bzw. Transamidierung direkt aus
Oxalacetat, dem Produkt der PEPC (Gleixner et al., 1998). Aspartat seinerseits ist wiederum der
Ausgangspunkt für die Synthese von Threonin und Lysin. Alanin entsteht aus der direkten
Transaminierung von Pyruvat. Glycin kann durch Spaltung von Threonin und durch
Transaminierung von Glyoxalat, das aus der Photorespiration stammt, gebildet werden. Die
Photorespiration ist auch die Hauptquelle für Serin. Phenylalanin entsteht, wie Tyrosin, in dem
Shikimatweg aus PEP und Erythrose-4-Phosphat. Arginin wird über Ornithin aus Glutamat
synthetisiert. Der deutliche Zusammenhang zwischen Höhe der PEPC-Aktivität und Ausmaß der
Erhöhung dieser Aminosäuren bestätigte, dass die Aktivität der PEPC für die beobachteten
Veränderungen verantwortlich war. Die geringen Veränderungen bei den beiden Linien, die die
StPEPC-C4 mit intaktem Phosphorylierungsmotiv hoch exprimierten, waren ein weiterer
Anhaltspunkt dafür, dass dieses Enzym in vivo wesentlich weniger aktiv war als die mutierte Form
StPEPC(S9D)-C4.
111
4.2.3.8 Gehalt an UV-B-absorbierenden Substanzen
Bei den im Zuge der 14CO2-Begasungsexperimente durchgeführten Kontrollen der
Dünnschichtplatten im UV-Licht fiel auf, dass die Blattextrakte von Wildtyp und transgenen Linien
unterschiedliche Muster an absorbierenden und reflektierenden Substanzflecken aufwiesen.
Anlässlich dieser Beobachtungen wurden methanolische Blattextrakte einzelner Linien näher auf
den Gehalt an UV-B-absorbierenden Substanzen untersucht (Abb. 51).
Die Analysen ergaben, dass mit Zunahme der PEPC-Aktivität der Gehalt an UV-B-absorbierenden
Verbindungen abnahm. Dieser Effekt trat bei beiden verwendeten StPEPC-Varianten (S9D-C4 und
–C4) auf, wobei die UV-B-absorbierenden Substanzen bei der Expression des Enzyms mit
imitierter Phosphorylierung wesentlich stärker reduziert wurden. Während in der Linie SPsSt 21 der
Gehalt bezogen auf die Blattfläche 60 % des Wildtyps betrug, war der Gehalt in der Linie SPsStSD
21, die vergleichbare PEPC-Aktivität (Faktor 4,9 zu 4,7) zeigte, auf 20 % reduziert. Die Linie mit
verminderter PEPC-Aktivität, SPsStSD 181, enthielt dagegen ca. 10 % mehr UV-B-absorbierende
Substanzen als der Wildtyp. Der Verdünnungseffekt aufgrund des höheren Wassergehaltes in den
hoch exprimierenden SPsStSD-Linien ist vernachlässigbar (maximal 15 µl H2O zusätzlich pro
Blattscheibe gegenüber 10 ml Extraktionsmedium (s.a. Abb. 48)).
Substanzen, die als UV-Schutzpigmente angesehen werden, da sie bevorzugt Wellenlängen des
UV-B-Bereiches von 290-320 nm absorbieren, gehören zu den Flavonoiden und Sinapinsäure-
Estern (Dixon und Paiva, 1995; Pinto et al., 1999). Als Ausgangssubstanzen für die Biosynthese
dieser Verbindungen dienen aromatische Aminosäuren aus dem Shikimatweg (Hess, 1991). Da der
Shikimatweg auf die Versorgung mit PEP aus dem Cytoplasma und auf Erythrose-4-Phosphat aus
dem Calvin-Cyclus angewiesen ist, könnte die Verminderung von UV-absorbierenden Substanzen
ein Indiz dafür sein, dass die Verfügbarkeit eines oder beider Edukte in den PEPC-
Überexprimierern limitiert war.
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Abb. 51: Einfluss der PEPC-Aktivität auf den Gehalt an UV-B-absorbierenden Substanzen.
Von ca. 6 Wochen alten, aus Stecklingen gezogenen Kulturraumpflanzen wurden nach 8 h Licht
gleich große Blattscheiben (2,54 cm²) aus dem 3. Blatt von oben ausgestanzt. Die Blattscheiben
wurden in 1 ml saurem Methanol extrahiert. Für die Extinktionsmessungen wurden die Extrakte
1:10 mit Extraktionsmedium verdünnt. Dargestellt sind Mittelwert ± SE (n=3; Wildtyp: n=5). Die
Linien sind nach zunehmender PEPC-Aktivität sortiert (siehe Abb. 42). Die
Wahrscheinlichkeitswerte laut t-Test im Vergleich zum Wildtyp sind unterhalb der Säulen
angegeben (*: P<0,05;**: P<0,01 keine Angabe: nicht signifikant).
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4.2.3.9 NADP-ME-Aktivität
Analysen von Kartoffelpflanzen, die die PEPC aus Corynebacterium glutamicum exprimierten,
hatten unerwartet hohe Aktivitäten des endogenen cytoplasmatischen Malatenzyms ergeben
(Häusler et al., 1999; Lipka et al., 1999). Das NADP-ME katalysiert unter Reduktion von NADP
den Umsatz von Malat zu Pyruvat und CO2 und wirkt somit antagonistisch zur PEPC. Da die
Expression der mutierten StPEPC ausgeprägtere Veränderungen bei den Metabolitgehalten
bewirkte, als die Expression der CgPEPC, war es interessant zu überprüfen, inwieweit in den
SPsStSD-Linien die NADP-ME-Aktivität beeinflusst wurde.
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Abb. 52. Einfluss der PEPC-Aktivität auf die NADP-ME-Aktivität
Dargestellt sind Mittelwert ± SE (n=3). Die Linien sind nach zunehmender PEPC-Aktivität sortiert
(siehe Abb. 42). Die Wahrscheinlichkeitswerte laut t-Test im Vergleich zum Wildtyp sind unterhalb
der Säulen angegeben (*: P<0,05; **: P<0,01; keine Angabe: nicht signifikant)
Während sich die Linien mit verminderter PEPC-Aktivität nicht vom Wildtyp unterschieden, war
die Aktivität des endogenen NADP-ME bei den PEPC-überexprimierenden Linien signifikant
erhöht (Abb. 52). Bei der Linie SPsStSD 41 war die ME-Aktivität um Faktor 2,1, bei SPsStSD 72
um Faktor 2,6 und bei SPsStSD 21 um Faktor 2 erhöht. Eine eindeutige Korrelation zwischen
NADP-ME- und PEPC-Aktivität lag jedoch nicht vor, da bei der Linie SPsStSD 21, in der die
PEPC mit Faktor 4,7 am stärksten erhöht war, nicht auch die höchste NADP-ME-Aktivität vorlag.
Die Erhöhung der endogenen cytoplasmatischen NADP-ME-Aktivität könnte in einer
Kompensation der durch die PEPC-Erhöhung bewirkten Störung des Stoffwechsels liegen. Als
Antwort auf die Ansäuerung des Cytoplasmas durch die Carbonsäuren aus der PEPC-Reaktion,
könnte die Aktivierung des NADP-ME für die Erhaltung des pH-Status von Bedeutung sein
(Davies, 1986). Es wäre auch denkbar, dass das NADP-Malatenzym zusammen mit der
cytoplasmatischen Malatdehydrogenase eine „Bypass“-Reaktion zur Bereitstellung von Pyruvat
bewerkstelligt, da möglicherweise nicht mehr genügend PEP für die Bildung von Pyruvat durch die
Pyruvatkinase vorhanden sein könnte (Plaxton, 1996) (s.a. Abb. 64). Für die „Bypass“-Reaktion
spricht zudem, dass die cytosolische Pyruvatkinase durch Malat und Glutamat, welche beide in den
PEPC-Überexprimierern stark erhöht waren, gehemmt wird (Knowles et al., 1998).
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4.2.3.10 CO2-Kompensationspunkt
Die Effizienz, mit der ein Blatt im Licht CO2 fixiert, lässt sich anhand des CO2-
Kompensationspunktes (Γ) beurteilen. Γ entspricht der Gleichgewichtskonzentration an CO2, die
sich einstellt wenn ein Blatt in einem geschlossenen System Photosynthese betreibt. Die CO2-
Konzentration im System erreicht einen konstanten Wert, wenn die CO2-verbrauchenden Prozesse
(Photosynthese) und die CO2-freisetzenden Prozessen (Atmung und Photorespiration) im Blatt mit
gleicher Intensität ablaufen. Der letztendlich CO2-konsumierende Mechanismus ist die
Carboxylierungsreaktion der RubisCO. Die CO2-Freisetzung kann im belichteten Blatt auf zwei
Wegen erfolgen: Durch mitochondriale Atmung und durch den photosynthetischen C2-Cyclus,der
durch die Oxygenierungsreaktion der RubisCO eingeleitet wird (Photorespiration). Die
mitochondriale Atmung ist im Licht stark vermindert (Kok-Effekt), wodurch der C2-Cyclus die
Hauptquelle für CO2 darstellt. Da durch höhere Temperaturen die Oxygenierungsreaktion
gegenüber der Carboxylierungsreaktion begünstigt wird, steigt mit der Temperatur auch Γ. Niedrige
Werte für Γ sind ein Ausdruck für einen besonders effizient arbeitende CO2-Aufnahme-
Mechanismus. Typischerweise liegt der CO2-Kompensationspunkt bei C3-Pflanzen in der
Größenordnung von 30-60 µl CO2 l
-1, während er bei C4-Pflanzen kaum messbar (Γ ≈ 0) und zudem
auch nicht temperaturabhängig ist (Mohr und Schopfer, 1992). Die niedrigen CO2-
Kompensationspunkte bei C4-Pflanzen resultieren aus der Unterdrückung der Oxygenase-Reaktion
der RubisCO durch den vorgeschalteten C4-Cyclus und einer wirkungsvollen Refixierung des
freigesetzten CO2. Das Schlüsselenzym bei der Vor- und Refixierung von CO2 ist die PEPC. Durch
Kurzzeitbegasung mit 14CO2 konnte bei einigen transgenen Linien, die eine mutierte Form der
StPEPC überexprimierten, eine mehr als doppelt so hohe Markierungsrate von Malat wie bei dem
Wildtyp gemessen werden. Die Möglichkeit, verstärkt freigesetztes CO2 via PEPC refixieren zu
können, könnte sich direkt in dem CO2-Kompensationspunkt niederschlagen. Die Bestimmungen
der CO2-Kompensationspunkte der in den 
14CO2–Begasungen eingesetzten transgenen Linien
ergaben jedoch keine signifikanten Unterschiede zum Wildtyp. In Tab. 8 sind exemplarisch die
Ergebnisse bei 30°C der in Abb. 42 aufgeführten Linien dargestellt. Auch bei 25 und 35°C lagen
die Werte in der Größenordnung des Wildtyps (Daten nicht aufgeführt). Somit hatten weder die Art
der exprimierten PEPC noch deren Expressionshöhe einen signifikanten Einfluss auf den CO2-
Kompensationspunkt Γ.
Tab. 8: Einfluss der PEPC-Aktivität auf den CO2-Kompensationspunkt (Γ).
Angegeben sind MW ± SD von Messungen mit ca. 7 Wochen alten Pflanzen. Die Messungen
erfolgte bei einer Belichtung von 150 µmol m-2 s-1 PFD und bei einer Temperatur von 30°C.
Linie Γ (µl CO2 l-1) Messungen
Désirée (Wildtyp) 63,9 ± 2,6 7
SPsStSD 181 62,0 ± 2,9 3
SPsStSD 241 62,7 ± 2,1 3
SPsStSD 41 64,5 ± 3,6 4
SPsStSD 72 61,8 ± 1,1 4
SPsStSD 21 61,8 ± 1,6 4
SPsSt 251 64,0 1
SPsSt 151 63,0 1
SPsSt 21 61,0 1
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4.3 Klonierung und Expression weiterer am C4-Syndrom beteiligter Gene
Zur Etablierung eines künstlichen C4-Cyclus in C3-Pflanzen müssten letztlich mehrere Gene
gleichzeitig exprimiert werden. Mehrfach transgene Pflanzen können durch verschiedene Strategien
erhalten werden: Bei Pflanzenarten, die sich gut kreuzen lassen (wie Tabak und Arabidopsis),
besteht die Möglichkeit die benötigten Gene nacheinander einzukreuzen. Der Vorteil bei diesem
Vorgehen besteht darin, dass man aus den einzelnen transgenen Populationen jeweils die Pflanzen
als Mutter- bzw. Vaterpflanzen auswählen kann, die das entsprechende Transgen ausreichend hoch
exprimieren. Ein Nachteil hierbei ist jedoch der durch die Generationszeit bedingte hohe
Zeitaufwand, der sich bei dem sequentiellen Einkreuzen von drei bis vier Genen ergibt. Ähnlich
zeitaufwendig ist auch das sequentielle Transformieren mit den benötigten Genen von Pflanzen, die
sich nicht kreuzen lassen bzw. deren ursprünglicher Genotyp beim Kreuzen verloren geht (wie bei
tetraploiden Kartoffelsorten). Durch parallele Transformation mit mehreren Genen, können relativ
schnell mehrfach Transgene erzeugt werden. Der DNA-Transfer kann hierbei mittels
Partikelbeschuss erfolgen, wobei mehrere Plasmide, die jeweils ein Gen enthalten, an die Partikel
gebunden werden. Die Möglichkeit, dass dabei nicht alle Gene in das Genom integriert werden,
lässt sich dadurch reduzieren, dass alle benötigten Gene auf einem Plasmid liegen. Aufgrund von
Fragmentierung größerer Plasmide während des Beschusses und Rearrangements bei dem
Integrationsprozess kann es jedoch  auch bei dieser Vorgehensweise zum Verlust bzw.
Inaktivierung einzelner Gene kommen (Birch, 1997; Christou, 1997).
Bei zahlreichen Pflanzenarten ist auch eine Transformation mittels Agroinfektion möglich, mit der
meistens höhere Transformationsraten erreicht werden können (Birch, 1997). Auch hier bestehen
zwei Wege um mehrere Gene zu übertragen: Zum einen kann die Infektion mit mehreren
Agrobakterienklonen parallel erfolgen, die jeweils separat eines der benötigten Gene mit ihrer T-
DNA übertragen. Hierbei besteht jedoch die Gefahr, dass viele der regenerierten Pflanzen nicht alle
Gene besitzt. Durch den Einsatz von binären Vektoren, bei denen alle zu exprimierenden Gene auf
einer gemeinsamen T-DNA liegen, sollte es möglich sein sämtliche Gene auf einmal zu übertragen.
Dadurch, dass mit einer T-DNA im Idealfall nur ein Integrationsereignis verbunden ist, wäre auch
die Gefahr von Kollateral-Schäden (Integration in wichtige Bereiche des Genoms) reduziert.
4.3.1 Konstruktion von Expressionsvektoren mit dem pdk-Gen aus Flaveria trinervia
Als Alternative zu der bakteriellen PEPS (Panstruga et al., 1997) sollte zur Erhöhung des PEP-
Gehaltes eine pflanzliche Pyruvat,Orthophosphat-Dikinase in C3-Pflanzen exprimiert werden.
Hierzu stand das pdk-Gen aus der C4-Pflanze Flaveria trinervia zur Verfügung (Rosche und
Westhoff, 1990). Die in dem Plasmid pBL-ftpdk enthaltene cDNA codiert für eine chloroplastidäre
PPDK (877 AS) mit zugehörigen Chloroplasten-Transitpeptid (76 AS) (Abb. 54). Die
Funktionsfähigkeit des pdk-Gens wurde sowohl in E. coli als auch in Tabak überprüft. Für die
Expression in E. coli wurde die codierende Sequenz ohne Transitpeptid kloniert. In mehreren
Schritten wurde die Sequenz von bp 279 (HpaII) bis bp 2917 (HindIII) aus pBL-ftpdk in den
Expressionsvektor pTrc99A (EcoRI/HindIII-verdaut (Abb. 9)) eingesetzt. Um das im pTrc-Vektor
vorhandene Startcodon nutzen zu können, wurde der HpaII-Überhang aufgefüllt und mit der EcoRI-
Schnittstelle in pTrc99A, die mit MBN (mung bean nuclease) geglättet worden war, ligiert. Bei den
Konstrukten, die bei Restriktionsanalysen den Erwartungen entsprachen, wurde das Vorliegen des
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korrekten Leserasters durch Sequenzierung überprüft. Die in dem resultierenden Vektor pTrc-ftpdk
(Abb. 54) enthaltene DNA-Sequenz codierte für ein Fusionsprotein, dessen Amino-Terminus,
abweichend von der im Chloroplasten vorliegenden PPDK-Form, drei zusätzliche Aminosäuren
enthielt (MAVTTAK statt TTAK).
Die Expression in Pflanzen erfolgte konstitutiv unter Kontrolle des Doppel-35S- Promotors. Da die
zur Verfügung stehende cDNA nicht die vollständige ursprüngliche 5‘UT enthielt, wurde zur
Steigerung der Expression zusätzlich die Ω-Sequenz von TMV (Gallie, 1998) eingesetzt. In der
35SS-Kassette des Plasmids pCK-GFP-S65C wurde zunächst über EcoRI und NcoI die TEV-5‘UT
gegen eine modifizierte Ω-Sequenz ausgetauscht (Abb. 53). Das pdk-Gen wurde als EcoRI/HindIII-
Fragment (bp 12917) blunt in den Vektor eingesetzt. Zum Glätten der Fragmentenden wurden der
EcoRI-Überhang mit MBN entfernt und der HindIII-Überhang mit Klenow-Fragment aufgefüllt.
Zur Integration in den Vektor dienten die NcoI- (an der Ω-Sequenz) und die BamHI-Schnittstelle
(vor der Termination), wobei der NcoI-Überhang zur Entfernung des ATGs mit MBN und der
BamHI-Überhang mit Klenow-Fragment geglättet wurde. Aus dem resultierenden Plasmid, pUC-
35SSΩftpdk (ohne Abb.) konnte die komplette Expressionskassette über die flankierenden HindIII-
Schnittstellen isoliert und in einen binären Vektor umkloniert werden. Da zu diesem Zeitpunkt die
Funktionalität der neu konstruierten Minimalvektoren noch nicht abschliessend geklärt war, wurde
die Expressionskassette zunächst in HindIII-restringierten pSS (Becker, 1990) eingesetzt. Mit dem
resultierenden binären Vektor pSS-ftpdk (Abb. 54) wurden Agrobakterien (GV3101 (pMP90RK))
transformiert, welche dann zur stabilen Transformation von Nicotiana tabacum SR1 mittels „Leaf
disc“-Methode dienten.
   EcoRI
1 GAATTCGTATTTTTACAACAATTACCAACAACAACAACAACAACAACATT 
51 ACAATTACTATTTACAAGGACCATGG
    NcoI
Abb. 53: Ω-Sequenz von TMV
Die mit den angegebenen Schnittstellen versehene Ω-Sequenz wurde freundlicherweise von Stefan
Schillberg (Institut für Biologie I, RWTH Aachen) zur Verfügung gestellt.
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Hpa IIIIHpa
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IPst,7188
IIPvu,7243
INco,7571
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RIEco,9289
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INco,10528
RIEco,10617
HIBam,10796
ISma,10848
IIPvu,10855
IIPvu,10975
ISal,11574
IPst,11719
IPst,12039
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dIIIHin,12510
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nptII
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P35SS
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pA35S
Abb. 54: Plasmidkarten pBL-ftpdk, pTrc-ftpdk und pSS-ftpdk
Angegeben sind einige Schnittstellen und wichtige Funktionen. Ftpdk: codierende
Sequenz des pdk-Gens aus Flaveria trinervia
ct: Chloroplastentransitpeptid-Sequenz
Omega: Ω-Sequenz (5‘UT) von TMV
Die übrigen Funktionen sind in Abb. 4, Abb. 9 und Abb. 28 beschrieben.
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4.3.1.1 Expression des pdk-Gens in Escherichia coli und Nicotiana tabacum
Die Überprüfung der Funktionalität des pdk-Gens in Bakterien erfolgte direkt in dem
Klonierungsstamm DH5α durch Induktion der Expression. Als Kontrolle dienten DH5α-Zellen, die
pTrc99A ohne Insert enthielten. Während in den Kontrollen die PPDK-Aktivität sehr gering war
(~ 12 mU/mg Protein), konnte in den Zellen mit pTrc-ftpdk deutliche Enzymaktivität detektiert
werden (Abb. 55). Wie schon bei der Expression der PEPC beobachtet werden konnte, genügte
auch hier die uninduzierte Grundaktivität des trc-Promotors zur Expression der PPDK. Die nahezu
verdoppelte Enzymaktivität infolge der IPTG-Induktion belegte, dass die Enzymaktivität auf der
Expression des pdk-Gens beruhte.
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Abb. 55: PPDK-Aktivität in Escherichia coli
Dargestellt sind Daten einer Versuchsreihe. Abweichend von den Standardbedingungen (3.4.1)
betrug die Induktionsphase (ohne bzw. mit 1mM IPTG) 2 Stunden.
Das Screening der aus der Transformation hervorgegangen Tabakpflanzen erfolgte auf Ebene der
Enzymaktivität (Abb. 56). Auffällig war, dass ein relativ hoher Anteil der untersuchten Linien
PPDK-Aktivitäten aufwiesen, die unter bzw. auf dem Niveau des Wildtyps lagen. Daraufhin
durchgeführte PCR-Analysen ergaben, dass bei den meisten dieser Linien das pdk-Gen nicht
nachzuweisen war (Abb. 56). Der Unterschied zwischen dem Mittelwert der PPDK-Aktivitäten der
elf Linien, die in der PCR positiv waren, und dem Mittelwert der PCR-negativen Linien war hoch
signifikant (t-Test: P<0,005). Es war demnach möglich, die PPDK aus Flaveria trinervia in Tabak
als funktionsfähiges Enzym zu exprimieren und die transgenen Linien mit hohen Expressionsraten
anhand von Aktivitätsbestimmungen in Rohextrakten zu identifizieren.
Wiederholte Aktivitätsbestimmungen zu unterschiedlichen Zeitpunkten ergaben jedoch, dass die
PPDK-Aktivitäten in den hochexprimierenden Linien relativ stark variierten (Abb. 57). Die
Aktivitätsschwankungen beruhen möglicherweise auf den komplexen regulatorischen und
physikalischen Eigenschaften der PPDK. So wird in vivo der Aktivierungsstatus und damit die
Aktivität der PPDK in hohem Maße durch äussere Faktoren wie Beleuchtungsstärke und
Temperatur beeinflusst (Ashton et al., 1990; Edwards et al., 1985). Da das Enzym sehr kältelabil
ist, können auch unterschiedlich lange Inkubationszeiten bei 4°C während der Extraktion die
Aktivität der PPDK negativ beeinflussen.
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Abb. 56: Screening der PPDK-Aktivität in regenerierten Tabakpflanzen
Dargestellt sind die spezifischen PPDK-Aktivitäten von parallel analysierten Tabakpflanzen, die
zum Zeitpunkt des Screenings ungefähr gleich groß waren (10-20 cm). Die Linien, die bei den
anschließenden PCR-Analysen ein eindeutiges Signal ergaben, sind mit „+“ gekennzeichnet. Für
die PCR-Analysen mit genomischer DNA wurde die Primerkombination pS5‘/ppdk1 eingesetzt
(Hybridisierung im 35SS-Promotor bzw. ca. 1200 bp stromabwärts im pdk-Gen). Mittelwert ± SE:
PCR-positive Linien 23 ± 5,7; PCR-negative Linien 1 ± 0,4.
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Abb. 57: Variation der PPDK-Aktivität in transgenen Tabakpflanzen
Dargestellt sind Mittelwert ± SE von je vier Aktivitätsbestimmungen, die zu unterschiedlichen
Zeitpunkten erfolgten. Die Wahrscheinlichkeitswerte laut t-Test im Vergleich zum Wildtyp sind
unterhalb der Säulen angegeben (*: P<0,05;Linien 1 und 38 P<0,1).
Um später als Ausgangsmaterial für Kreuzungen mit Tabakpflanzen, die bereits andere C4-Gene
enthielten, dienen zu können, wurde die Linie PPDK 18 über Stecklinge vermehrt und
weiterkultiviert. Zusätzlich wurde diese Linie geselbstet um homozygote Linien zu erhalten.
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4.3.2 Konstruktion von binären Vektoren mit mehreren Transkriptionseinheiten
Als Vektor für die aufwendige Konstruktion einer T-DNA mit mehreren Transkriptionseinheiten
diente der neu konstruierte Minimalvektor pPAM (4.2.2). Da die Untersuchungen zur Expression
der PEPC in Solanum tuberosum gezeigt hatten, dass mit einer SAR-flankierten
Expressionskassette die höchsten Expressionsraten erzielt werden konnten, wurden alle Gene, die
für den C4-Cyclus benötigt wurden, zunächst einzeln in den binären Minimalvektor pSuperPAMk
(Abb. 28) kloniert. Zusätzlich zu den bereits klonierten pflanzlichen ppc-Genen wurden folgende
Gene in den Minimalvektor eingesetzt: pdk aus Flaveria trinervia mit und ohne
Chloroplastentransitsequenz, tpt aus Brassica oleracea und me aus Flaveria pringlei (2.4). Für eine
cytoplasmatische Expression wurde auch ein Konstrukt mit dem pdk-Gen ohne
Chloroplastentransitsequenz angefertigt. Das vollständige pdk-Gen und das me-Gen wurden
zusammen mit den regulatorischen Sequenzen, mit denen sie bereits früher erfolgreich in Pflanzen
exprimiert werden konnten (pdk: 35SS-Kassette mit Ω-Sequenz; me: 35S-Kassette), in den neuen
Vektor eingesetzt. Für die Expression der übrigen Gene wurden die 35SS-Kassette mit TEV-5‘UT
verwendet.
Aus dem Vektor pSS-ftpdk wurde die komplette Expressionskassette mit dem pdk-Gen über HindIII
ausgeschnitten und nach Auffüllen der Enden in SmaI-geschnittenen pSuperPAMk einkloniert. Das
pdk-Gen ohne Chloroplastentransitsequenz wurde als NcoI/HindIII-Fragment aus pTrc-ftpdk isoliert
und in NcoI/BamHI-restringierten pSPAMksGFP (Abb. 29) eingesetzt. Dazu wurden die beiden
Ausgangsplasmide zunächst mit HindIII bzw. BamHI verdaut, die Enden durch Auffüllen geglättet
und die jeweils erforderlichen Fragmente nach einem partiellen NcoI-Verdau isoliert. Das tpt-Gen
wurde inklusive der vorhandenen 5‘- und 3‘-UT als SmaI/SalI-Fragment aus pBL-tpt (2.4) isoliert.
Als Vektor zur Aufnahme des tpt-Fragmentes diente pSPAMksFt (Abb. 29), aus dem das ftppc-Gen
durch einen NcoI(partiell)/SalI-Verdau entfernt worden war. Die Kompatibilität des NcoI-Endes des
Vektors mit dem SmaI-Ende des tpt-Gens wurde durch MBN-Behandlung erreicht, wobei auch das
in der NcoI-Sequenz enthaltene Startcodon eliminiert wurde. Das me-Gen wurde samt 35S-Kassette
durch einen partiellen HindIII-Verdau aus pS-ME (Lipka, 1999)isoliert, die Enden aufgefüllt und in
SmaI-geschnittenen pSuperPAMk einkloniert.
Die Konstruktion von binären Vektoren mit mehreren Gene konnte nun, da sich alle benötigten
Gene in dem gleichen Vektor befanden, nach folgender Strategie durchgeführt werden: Der Vektor
mit dem ersten Gen wurde mit AscI vor dem Gen geöffnet und – nach Auffüllen der Überhänge –
mit SacII im nos-Promotor nachgeschnitten. Das zweite Gen wurde inklusive der stromaufwärts
gelegenen SAR über NotI, „fill in“ und SacII isoliert und in den Vektor einligiert. Die bei der
Präparation des Vektorfragments entfernte, stromaufwärts gelegene SAR wurde somit durch die
SAR vor dem zweiten Gen ersetzt. Für die Integration des nächsten Gens konnte nun nach dem
gleichen Prinzip die AscI-Schnittstelle vor dem zweiten Gen genutzt werden. Bei Klonierungen, an
denen das tpt-Gen beteiligt war, wurde – alternativ zu SacII – NheI verwendet, da in der tpt-
Transkriptionseinheit eine weitere SacII-Schnittstelle vorhanden war. Da die seltenen singulären
Schnittstellen AscI und NotI nicht „verbraucht“ wurden, konnten durch diese Vorgehensweise
beliebig viele Gene in beliebiger Reihenfolge auf einem Vektor vereinigt werden. In Abb. 59 sind
exemplarisch einige Mehrfachkonstrukte dargestellt, die auf pSuperPAM mit Kanamycinresistenz
basierten. Für Pflanzentransformationen, die als Selektionsmarker Hygromycin erforderten, konnten
sämtliche „Nutzgene“ als AscI/NotI-Fragment relativ einfach in pSuperPAMh (Abb. 28) umkloniert
werden (Vektoren ohne Abb.).
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pSPAMk-pdk
10699 bps
Nco I,779
Pst I,1162
Nhe I,1475
Sac II,1560
Asc I,2733
Pst I,2753
Eco RI,3461
Pst I,4526
Nco I,4700
Eco RI,4789
Bam HI,4968
ISal,5746
IPst,5891
IPst,6211
IPst,6670
INot,6689
LB pAOcs
nptII
Pnos
SAR
P35SS
Omega
ct
ftpdk
pA35S
SAR
RB
RK2 ori
bla
ColE1 ori
pSPAMk-pdk(-ct)
10463 bps
Nco I,779
Pst I,1162
Nhe I,1475
Sac II,1560
Eco RI,1709
Asc I,2733
Eco RI,3445
Nco I,3580
Pst I,4306
Nco I,4480
Eco RI,4569
Bam HI,4748
Sma I,4800
ISal,5526
IPst,5671
IPst,5991
INot,6453
LB
pAOcs
nptII
Pnos
SAR
P35SS
TL
ftpdk(-ct)
pA35S
SAR
RB
RK2 ori
bla
ColE1 ori
pSPAMk-tpt
9274 bps
Nco I,779
Pst I,1162
Nhe I,1475
Sac II,1560
Eco RI,1709
Asc I,2733
Eco RI,3445
Pst I,3584
Eco RI,3590
Pst I,3853
Nco I,4204
Nco I,4263
IISac,4902
RIEco,5005
dIIIHin,5017
ISal,5032
INot,5264
LB
pAOcs
nptII
Pnos
SAR
P35SS
TL
ct
botpt
3'UT
pA35S
SAR
RB
RK2 ori
bla
ColE1 ori
pSPAMk-me
9477 bps
Nco I,779
Pst I,1162
Nhe I,1475
Sac II,1560
Asc I,2733
Pst I,2753
Eco RI,3187
Kpn I,3199
Pst I,3209
Eco RI,3215
Eco RI,3383
Eco RI,4164
Bam HI,4416dIIIHin,4810
HIBam,5225
IPst,5448
INot,5467
LB
pAOcs
nptII
Pnos
SAR
P35S
ct
fpmepA35S
SAR
RB
RK2 ori
bla
ColE1 ori
Abb. 58: Plasmidkarten der pSuperPAMk-Konstrukte mit pdk, tpt und me
ftpdk: codierende Sequenz des pdk-Gens aus Flaveria trinervia
botpt: codierende Sequenz des tpt-Gens aus Brassica oleracea
fpme: codierende Sequenz des me-Gens aus Flaveria pringlei
ct: Bereich des Gens, der für das Chloroplasten-Transitpeptid codiert
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pSPAMk-pdk-me (13437 bps)
Nhe I
Sac II Asc I Not I
LB nptII SAR ct fpme ct ftpdk SAR RB
pSPAMk-pdk-me-ppc (17419 bps)
Nhe I
Sac II Asc I Not I
LB nptII SAR stppc-C4 ct fpme ct ftpdk SAR RB
pSPAMk-C4sg (21750 bps)
Nhe I
Sac II
Asc I Sac II Not I
LB nptII SAR ctbotpt stppc-C4 ct fpme ct ftpdk GFPSAR RB
pSPAMk-C4s (19954 bps)
Nhe I
Sac II
Asc I Sac II Not I
LB nptII SAR ctbotpt stppc-C4 ct fpme ct ftpdk SAR RB
pSPAMk-pdk-me-tpt (15972 bps)
Nhe I
Sac II Asc I Sac II Not I
LB nptII SAR ct botpt ct fpme ct ftpdk SAR RB
(2552 bps)
tpt3' Ftag
(2098 bps)
me3' ppdk1
(1721 bps)
pS5' pS3'
(2156 bps)
pS5' pS3'
(3168 bps)
pS5' pS3'
(982 bps)
pS5' pS3'
(3114 bps)
pS5' pS3'
Abb. 59: pSuperPAMk-Konstrukte mit mehreren Transkriptionseinheiten
Die Funktionen auf dem Vektorrückgrat und die regulatorischen Bereiche sind den Abbildungen der
Einzelkonstrukte zu entnehmen (Abb. 22, Abb. 29, Abb. 58).
Unterhalb des Vektors pSPAMk-C4sg sind die zum Nachweis der T-DNA verwendeten Oligos mit
den resultierenden PCR-Produkten eingezeichnet.
Zur Transformation von Solanum tuberosum wurden die Vektoren pSPAMk-C4sg (Abb. 59) und
pSPAMk-C4fg (ohne Abb. Entspricht C4sg, mit ftppc statt stppc-C4) eingesetzt. Diese enthielten
zusätzlich zu den vier für einem C4-Cyclus benötigten Genen an der rechten „border“ das GFP-Gen.
Die GFP-Expression sollte später das Screening der regenerierten Pflanzen erleichtern. Theoretisch
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wäre das Vorliegen einer GFP-Expression bei gleichzeitiger Kanamycinresistenz ein Indiz dafür,
dass die komplette T-DNA integriert wurde. Zudem sollten aus der Höhe der GFP-Expression
Rückschlüsse auf die Expressionshöhe der übrigen Gene möglich sein. Die erfolgreiche
Transformation von Agrobakterien (Stamm GV3101) wurde durch PCR bestätigt. Sowohl mit den
vier genspezifischen Oligos (Abb. 59), als auch mit der Primerkombination pS5‘/pS3‘, mit der alle
fünf Gene parallel amplifiziert werden können, wurden die erwarteten Produkte amplifiziert. Bei
der anschliessenden Pflanzentransformation konnten jedoch wiederholt mit keinem der beiden
Vektoren transgene Pflanzen regeneriert werden. Auch bei transienter Transformation von
Tabakblättern (3.3.3.1) konnte keine GFP-Expression festgestellt werden. Möglicherweise stellte
allein die Größe der T-DNA den limitierenden Faktor bei der Übertragung durch die Agrobakterien
dar. Als Alternative sollten daher Pflanzen mit Vektoren transformiert werden, deren T-DNA
weniger Gene enthielten. Dazu wurden Vektoren konstruiert, die mit nur drei Genen einen
begrenzten C4-Cyclus ermöglichen sollten. Im Unterschied zu dem ursprünglichen Modell (1.2)
sollte hierbei die Bereitstellung des PEPs für die PEPC durch eine im Cytoplasma aktive PPDK
erfolgen. Dadurch wäre der Export des PEPs aus dem Chloroplasten mittels Translokator hinfällig.
Dafür dass die PPDK auch im Cytoplasma aktiv sein würde, sprachen Analysen des Aufbaus von
pdk-Genen in C3- und C4-Pflanzen. Diese hatten ergeben, dass ein und dasselbe Enzym in
unterschiedlichen Kompartimenten vorliegen kann (Sheen, 1999): Je nachdem welcher der beiden
pdk-Promotoren verwendet wird, kann die PPDK sowohl cytoplasmatisch als auch, mit
Transitpeptid versehen, chloroplastidär exprimiert werden. C4-Gene unterscheiden sich von C3-
Genen offenbar hauptsächlich in der Stärke des ersten Promotors, der für die Expression der
chloroplastidären PPDK verantwortlich ist. Für die Agrobakterien vermittelte Transformation von
Solanum tuberosum wurden zwei Vektoren hergestellt, die neben dem pdk(-ct)- und dem me-Gen
zwei unterschiedliche ppc-Gene enthielten (Abb. 60). Die Transformationsreihen wurden mit 3S (T-
DNA mit stppc-C4) und 3SD (T-DNA mit stppc(S9D)-C4) bezeichnet.
pSPAMk-pdk(-ct)-me-ppc (17183 bps)
NheI
Sac II AscI Not I
LB nptII SAR stppc-C4 ct fpme ftpdk(-ct) SARRB
pSPAMk-pdk(-ct)-me-ppc(SD) (17177 bps)
Nhe I
Sac II AscI Not I
LB nptII SAR stppc(S9D)-C4 ct fpme ftpdk(-ct) SAR RB
(3162 bps)
pS5' pS3'
(2156 bps)
pS5' pS3'
(2910 bps)
pS5' pS3'
Abb. 60: Binäre Vektoren mit drei Genen zur Etablierung eines partiellen C4-Cyclus
Zusätzlich sind die zum Nachweis der T-DNA verwendeten Oligos mit den resultierenden PCR-
Produkten eingezeichnet.
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Von jeder Transformationsreihe wurden 17 unabhängige Linien regeneriert und mittels PCR-
Analyse auf Integration der T-DNA untersucht. In jeder Population konnten bei mehr als 70% der
Linien mit der Primerkombination pS5‘/pS3‘ die drei Gene nachgewiesen werden (Abb. 60).
Zur Quantifizierung der Genexpression wurden zunächst die PEPC- und PPDK-Aktivitäten
bestimmt, da hierfür, im Unterschied zu Malatenzym-Messungen, Rohextrakte verwendet werden
konnten (Abb. 61). Zudem hatten die vorangegangenen Untersuchungen gezeigt, dass sich die
PEPC-Aktivität gut für Screening-Zwecke eignete. Bis zum Zeitpunkt der Enzymmessungen konnte
bei keiner Linie Auffälligkeiten in Bezug auf Morphologie oder Wachstum beobachtet werden.
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Abb. 61: PEPC- und PPDK-Aktivitäten in den Populationen 3S und 3SD
Für die Messungen wurde Blattmaterial (3. Blatt von oben) von ca. 4 Wochen alten Pflanzen
verwendet. Die Extraktion erfolgte mit dem entsprechenden Extraktionspuffer für jedes Enzym
separat (3.4.1). Unterhalb der Grafiken sind die Pflanzenpopulationen angegeben. Der unterlegte
Bereich markiert den Aktivitätsbereich der Linien, die bei der PCR-Analyse negativ waren (n=10).
Im Vergleich mit den Linien, die mit den ppc-Einzelkonstrukten transformiert worden waren (Abb.
34), waren bei den Linien mit Mehrfachkonstrukten sowohl die Anzahl der Linien mit erhöhter
PEPC-Aktivitäten, als auch die maximale Aktivität geringer. Auch trat in keiner Linie eine durch
Cosuppression bedingte, verminderte endogene PEPC-Aktivität auf. Deutliche
Aktivitätssteigerungen in der Größenordnung von Faktor 1,5 – 2 konnten nur bei Linien der 3S-
Population festgestellt werden. Obwohl die PPDK-Aktivitäten auch in den Kontrollen eine sehr
hohe Variationsbreite aufwiesen, konnten in einigen Linien leicht erhöhte Aktivitäten gemessen
werden. Auffällig war, dass bei allen Linien der 3S-Population, die eine erhöhte PPDK-Aktivität
besaßen, auch immer die PEPC-Aktivität erhöht war, jedoch war umgekehrt nicht bei allen Linien
mit erhöhter PEPC auch die PPDK erhöht. Dies könnte mit der Position der Expressionskassette
innerhalb des 3er-Konstrukts zusammenhängen: Das ppc-Gen liegt in dem Vektor stromaufwärts
vor dem pdk-Gen. Die PEPC-Aktivitäten in den 3S-Linien lagen jedoch lediglich in der
Größenordnung wie sie in den PsSt-Linien (Expression ohne SARs) erreicht worden waren.
Möglicherweise ist es für eine hohe Expression wichtig, dass die Gene auf beiden Seiten von SARs
flankiert werden. Wider Erwarten war in der 3SD-Population keine Linie mit erhöhter PEPC-
Aktivität zu finden, obwohl mit den Einzelkonstrukten relativ deutliche Aktivitätssteigerungen
erzielt worden waren (PsStSD- und SPsStSD-Linien). Die, wenn auch nur geringe, parallele
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Erhöhung von PEPC- und PPDK-Aktivität in einigen 3S-Linien war zumindest ein Indiz dafür, dass
eine Expression der physikalisch eng verbundenen Gene prinzipiell möglich war. In einem weiteren
Projekt am Institut konnte in Kartoffelpflanzen mit einem vergleichbaren Vektorkonstrukt ebenfalls
die transgene Expression von drei bakteriellen Genen nachgewiesen werden (zur Mühlen, 1999).
Die mangelhafte Expression von Genen, die zu mehreren hintereinander auf einer T-DNA
lokalisiert waren, trat nicht nur in Solanum tuberosum auf. Auch in Tabak konnte mit einem
weiteren 3er-Konstukt, pSPAMh-pdk-me-ppc, kaum eine Aktivität eines der drei Enzyme
nachgewiesen werden (Li, pers. Mitteilung). Die geringen Expressionsraten deuteten darauf hin,
dass sich die Gene in den Mehrfachkonstrukten gegenseitig in ihrer Expression beeinträchtigen. In
der Literatur finden sich einige Beispiele in denen das Auftreten von transkriptionalen Interferenzen
beschrieben ist. So verminderte sich beispielsweise die Expression eines hpt-Gens, wenn der
induzierbare Promotor eines stromaufwärts, in gleicher Orientierung gelegenen Gens angeschaltet
wurde (Thompson und Myatt, 1997). In einer jüngst erschienenen Veröffentlichung wurde durch
Expressionsanalysen von unterschiedlich zueinander angeordneten Reportergenen gezeigt, dass nur
dann keine Beeinträchtigungen auftraten, wenn die Transkriptionsrichtungen der beiden Gene
voneinander weg wiesen (Kopf-an-Kopf), oder wenn ein geeigneter Transkriptionsterminator
zwischen die Gene kloniert worden war (Padidam und Cao, 2001). Als Ursache für transkriptionale
Interferenzen wird eine mangelhafte Transkriptionstermination angesehen, wodurch die RNA-
Polymerase in das stromabwärts gelegene Gen hineinließt. Durch Separieren der einzelnen
Transkriptionseinheiten mittels SARs könnten möglicherweise gegenseitige Beeinträchtigungen auf
Transkriptionsebene verhindert, und höhere Expressionsraten erzielt werden. Dies wurde bereits bei
der Konstruktion weiterer Mehrfachvektoren berücksichtigt (Kreuzaler, pers. Mitteilung).
Auf Basis der geringen Enzymaktivitäten in den 3S-Linien schien eine detaillierte Analysen von
physiologischen Effekte nicht sinnvoll. Durch erneute Transformation mit optimierten Vektoren
und Untersuchung einer größeren Anzahl von Regeneranten müsste zunächst versucht werden,
Linien mit deutlich höheren Expressionsraten zu erhalten. Dies konnte jedoch im Rahmen der
vorliegenden Arbeit nicht mehr verwirklicht werden.
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5 Diskussion
5.1 Expression von ppc-Genen mittels Amplikon des CABYV
Die ppc-Gene aus Escherichia coli, Corynebacterium glutamicum bzw. Solanum tuberosum, sowie
das Reportergen gfp wurden jeweils in die modifizierte cDNA des CABYV-Amplikons eingesetzt
und mittels Agrotransformation in das Genom von Kartoffelpflanzen integriert. Bei keiner der
regenerierten Transformanden mit ppc-Gen konnte jedoch eine erhöhte PEPC-Aktivität festgestellt
werden. Bei Amplikon-Expression des stppc-Gens war hingegen sogar die Expression der
endogenen PEPC beeinträchtigt, was sich bei mehreren Linien in einer Reduktion der PEPC-
Aktivität um ca. 50 % niederschlug. Ähnliche Ergebnisse ergaben auch parallel von V. Lipka
durchgeführte Pflanzentransformationen mit dem Ziel, zwei weitere am C4-Syndrom beteiligte
Enzyme (Malatenzym und PEP-Carboxykinase) mit Hilfe des CABYV-Amplikons in Solanum
tuberosum zu exprimieren (Lipka, 1999). Hierbei konnte ebenfalls keine Expression der Gene
nachgewiesen werden. Wie bei der Expression des kartoffeleigenen stppc1-Gens konnte auch hier
beobachtet werden, dass die Integration von Sequenzen, die zu einem endogenen Gen homolog
waren, die Expression des endogenen Gens beeinträchtigte. Die Transformation mit Amplikon-
Konstrukten, in denen die Transitpeptidsequenz des kartoffeleigenen rbcS1-Gens enthalten war,
führte zu einer deutlichen Verminderung an rbcS-Protein in den regenerierten Kartoffellinien
(Lipka, 1999). Anhand der GFP-Expression, die zwar nur auf Einzelzellen beschränkt war, konnte
davon ausgegangen werden, dass die Amplikon-Konstrukte zumindest prinzipiell funktionsfähig
waren. Es war gut möglich, dass, analog zu den GFP-Linien, auch in den Linien mit ppc-Genen in
einzelnen Zellen eine hohe Expression des Transgens erfolgte. Die Gesamtmenge an rekombinanten
Protein war jedoch offenbar zu gering, um in Enzymtests bzw. Western-Blot-Analysen detektiert
werden zu können. Das Bild, das sich aus der Gesamtheit der Untersuchungen mit Pflanzen, die
CABYV-Amplikon-Konstrukte mit unterschiedlichen Genen enthielten, ergeben hatte, ließ
vermuten, dass mit diesem Expressionssystem „silencing“ provoziert wurde.
Die Inaktivierung eines Transgens durch „silencing“ ist ein bei Pflanzen durchaus häufig
beobachtetes Phänomen (Flavell, 1994; Meyer und Saedler, 1996; Stam et al., 1997). Das
„silencing“ tritt bevorzugt auf wenn ein Transgen mehrfach ins Genom integriert worden ist und
kann sowohl auf DNA-Ebene, als transkriptionales Gen-„silencing“ (TGS), als auch auf RNA-
Ebene, als posttranskriptionales Gen-„silencing“ (PTGS), erfolgen. Auch wenn das Transgen als
Einzelkopie vorliegt kann es zu „silencing“ kommen. Nämlich dann, wenn Homologien zu
endogenen Genen existieren. In diesem Fall, bei dem sowohl Transgen als auch ein endogenes Gen
von Inaktivierung betroffen sind, spricht man auch von Cosuppression oder HdGS
(homology-dependent gene silencing ) (Meyer und Saedler, 1996). Während bei dem TGS eine
Interaktion zwischen homologen Bereichen auf DNA-Ebene für eine Gen-Inaktivierung vermutet
wird (Matzke und Matzke, 1998; Matzke und Matzke, 1993), wird als Auslöser für PTGS das
Auftreten von aberranten mRNA-Molekülen angesehen (Wassenegger und Pélissier, 1998).
Vermutlich entstehen diese besonders dann, wenn die mRNA eines Gens einen bestimmten
Schwellenwert übersteigt und dadurch eine verstärkte RNA-Degradation induziert wird. Die
aberranten mRNAs stellen dann das Substrat für eine pflanzeneigene RNA-abhängige RNA-
Polymerase (RdRP) dar, so dass antisense RNA entsteht, die mit den intakten mRNAs interagiert
und so einerseits die Translation verhindert und andererseits den Abbau forciert (Wassenegger und
Pélissier, 1998). Da mit den viralen Amplikon-Konstrukten besonders große mRNA-Mengen
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erzeugt wurden, war es gut möglich, dass dieser „silencing“-Mechanismus die Expression der ppc-
Gene verhinderte. Hierfür sprach auch, dass nur bei der Expression des hoch homologen stppc-Gens
die endogenen pflanzlichen ppc-Gene in ihrer Expression reduziert waren. Offenbar war die
Homologie der bakteriellen ppc-Gene zu den endogenen Genen zu gering, um Cosuppression
auszulösen. Die mangelhafte Expression der bakteriellen ppc-Gene könnte jedoch auch darauf
beruhen, dass bei der Amplikon-Expression der kritische mRNA-Schwellenwert überschritten
wurde, so dass das Transgen sich selbst unterdrückte. Auch bei der Amplikon-Expression des gfp-
Gens, das absolut keine Sequenzhomologien zu pflanzeneigenen Genen besaß, wurde offenbar in
den meisten Zellen wirkungsvoll das „silencing“ des Transgens selbst induziert. Auffälligerweise
war die Expression des gfp-Gens in Schließzellen weniger stark von „silencing“ betroffen. Eine
mögliche Ursache für dieses Phänomen könnte darin liegen, dass die Schließzellen autonom sind,
d.h., dass sie nicht mit den übrigen Zellen über Plasmodesmata verbunden sind (Mohr und
Schopfer, 1992). Während in einem Zellverband die Expression eines Transgens auch durch ein
„silencing“-Signal aus benachbarten Zellen unterbunden werden könnte (Palauqui et al., 1997;
Smyth, 1997), würde „silencing“ in isolierten Zellen nur dann auftreten, wenn es in ihnen selbst
generiert worden wäre.
Dass die Verwendung eines viralen Amplikons „silencing“ auslöst, wurde auch aufgrund von
Ergebnissen vermutet, die bei Reportergen-Expression mit dem PVX-Amplikon, dessen
Mechanismus analog zu dem CABYV-Amplikon funktionierte, erhalten wurden (Angell und
Baulcombe, 1997). Auch hier trat die Expression des GUS-Reportergens nur in vereinzelten Zellen
auf. Zudem beeinträchtigte die Replikation des PVX-Amplikons auch die Expression eines
konventionell exprimierten GUS-Gens, wenn dieses homologe Sequenzen zu dem Amplikon
enthielten. In Ergänzung zu den von Angell und Baulcombe (1997) beschriebenen Effekten auf die
Reportergen-Expression waren in der vorliegenden Arbeit und der Arbeit von V. Lipka auch
endogene, kerncodierte Gene von „silencing“ betroffen, falls sie Homologien zu Sequenzen
aufwiesen, die in das CABYV-Amplikon integriert worden waren. Zu Beginn der Arbeiten mit den
Amplikon-Konstrukten war nicht abzusehen, dass aufgrund des Auslösens von „silencing“ die
Verwendung eines viralen Amplikons zur Transgen-Expression absolut ungeeignet sein könnte. Vor
dem Hintergrund der inzwischen erzielten Fortschritte bei der Aufklärung von „silencing“-
Mechanismen, sind die Ergebnisse mit den Amplikon-Konstrukten jedoch nicht überraschend
(Angell und Baulcombe, 1997; Stam et al., 1997; Wassenegger und Pélissier, 1998). Mittlerweile
haben sich sogar Expressionssysteme, die auf einem viralen Mechanismus zur RNA-Amplifikation
basieren, als effektive Werkzeuge zur gezielten Ausschaltung von Genexpression bzw.
Virusreplikation mittels „silencing“ etabliert (Angell und Baulcombe, 1999; Baulcombe, 1999).
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5.2 Konstruktion eines binären Minimalvektors
Für die Transformationen von Pflanzen mittels Agroinfektion wurde ein neuer binärer
Minimalvektor konstruiert. Damit der neue Vektor auch direkt als Klonierungsvektor genutzt
werden konnte, war wichtig, dass seine Größe so gering wie möglich war und möglichst keine der
gebräuchlichen Restriktionsschnittstellen in dem Vektorrückgrat lagen. Um die notwendigen
Grundfunktionen zu gewährleisten, wurde der neue Vektor sukzessiv aus Fragmenten vorhandener
binärer Vektoren aufgebaut (Abb. 21) (Hellens et al., 2000). Für die Replikation in Agrobakterien
diente ein minimierter RK2 ori. Als bakterieller Selektionsmarker fungierte das bla-Gen, das E. coli
Ampicillin- und A. tumefaciens Carbenicillinresistenz verleiht. Um für Klonierungsarbeiten in E.
coli eine hohe Kopienzahl des Vektors zu erreichen, wurde als zweiter Replikationsursprung der
ColE1 ori verwendet. Die linken und rechten Bordersequenzen wurden mit Umgebungssequenzen
aus einem pBIN19-Derivat isoliert (Frisch et al., 1995). Da die Integration der T-DNA in das
Pflanzengenom mit der rechten Border beginnt (Tinland, 1996), wurde der pflanzliche
Selektionsmarker an der linken Border eingesetzt. Dadurch sollte gewährleistet werden, dass alle
regenerierten resistenten Transformanden auch das an der rechten Border lokalisierte „Nutzgen“
enthielten. Durch Beschränkung auf die essentiellen Funktionen war der Vektor (pPAMk) nur noch
ungefähr halb so groß wie die bisher verwendeten Vektoren, pBIN19- und pPCV-Derivate (pS und
pSS) (Becker, 1990; Frisch et al., 1995; Koncz und Schell, 1986). Die Konzeption des neuen
binären Vektors stellte auch unter gentechnologischen Sicherheitsaspekten eine Verbesserung dar,
da im Gegensatz zu den pS-Derivaten nun keine Sequenzen mehr mit der T-DNA auf Pflanzen
übertragen werden konnten, die eine Replikation in Bakterien ermöglichen könnten. Eine
Übertragung des Vektors auf andere Bakterien durch Konjugation war aufgrund fehlender
Mobilisierbarkeit (kein oriT) ebenfalls ausgeschlossen. Obwohl mit dem RK2 ori ein
Replikationsursprung mit einem breiten Wirtsspektrum verwendet wurde, war im Gegensatz zu den
pBin-Derivaten das Wirtsspektrum der pPAM-Derivate dadurch stark eingeschränkt, dass die Gene
notwendiger Replikations-Helferproteine (trfA-Gene) nicht in den Vektor integriert worden waren
(Hellens et al., 2000). Aus der Eliminierung bedenklicher Vektorfunktionen ergaben sich jedoch
auch Konsequenzen für die praktische Verwendung der pPAM-Derivate. Aufgrund der fehlenden
Mobilisierbarkeit konnte die Transformation von Agrobakterien nur mittels direkter Methoden, wie
„freeze-thaw“ oder Elektroporation, erfolgen. Die Abhängigkeit des RK2 ori von spezifischen
Replikationsproteinen erforderte zudem Agrobakterienstämme, die wie beispielsweise GV3101
(pMP90RK) die trfA-Gene auf dem Helferplasmid trugen (Koncz und Schell, 1986). Sollte eine
Erweiterung des Wirtsspektrums für die pPAM-Derivate nötig sein, müssten die trfA-Gene auf
einem gesonderten Plasmid kotransformiert werden (analog zu dem pGREEN-System (Hellens et
al., 2000)). Für die Selektion transformierter Agrobakterien erwies sich eine reduzierte
Carbenicillinkonzentration von 50 µg/ml effektiver als 100 µg/ml (Daten nicht gezeigt). Die
verminderte Carbenicillinresistenz könnte möglicherweise durch die Verkürzung des bla-Promotors
in pPAM hervorgerufen worden sein. Neben dem Grundvektor pPAM wurde das
Schwesterkonstrukt pSuperPAM hergestellt, bei dem die Expressionskassette von SARs („scaffold
attachment regions“) flankiert wurde (4.2.2.3). Die mittels PCR aus Tabak isolierte SAR wies
gegenüber der veröffentlichten Sequenz eine Insertion von 63 Basen auf. Im Nachhinein stellte sich
jedoch heraus, dass die ermittelte Sequenz korrekt war, da eine aktualisierte GenBank-Version
(U67919) nun ebenfalls die zusätzlichen Basen enthielt. Sowohl von pPAM als auch von
pSuperPAM wurden Versionen mit unterschiedlichen pflanzlichen Selektionsmarkern erstellt. So
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konnte die Pflanzenselektion je nach Bedarf auf Kanamycin- bzw. Hygromycinresistenz erfolgen.
Aufgrund des identischen Aufbaus der Vektoren, war es über die seltenen singulären Schnittstellen
AscI und NotI leicht möglich, die komplette Transkriptionseinheit in die jeweils gewünschte
Vektorversion umzuklonieren.
Für die Nutzgen-Expression wurden zwei unterschiedliche Kassetten verwendet. Eine konstitutive,
gewebeunabhängige Expression sollte mit einer Kassette erfolgen, die aus dem 35S-Promotor mit
duplizierter Enhancer-Region, der untranslatierten Region des TEV (tobacco etch virus) und der
Termination des 35S-Gens aufgebaut war (Reichel et al., 1996). Um eine Expression zu erhalten,
die sowohl zeitlich (tagsüber) als auch räumlich (im Mesophyll) stärker an die Photosynthese
gekoppelt war, wurde eine Kassette aus Promotor und Termination des rbcS3C-Gens aus Tomate
konstruiert (Wanner und Gruissem, 1991). Als 5‘untranslatierte Region diente hier die rbcS3C-
eigene Sequenz. Die benötigten Sequenzbereiche konnten mittels PCR aus genomischer DNA
amplifiziert werden. Die Funktionalität des neuen Vektors und der Expressionskassetten konnte im
Vorfeld der stabilen Transformationen durch transiente Expression des gfp-Reportergens in Tabak-
und Kartoffelblättern bestätigt werden (4.2.2.2.1). Mit dem pPAM-Derivaten standen nun binäre
Vektoren zur Verfügung, die aufgrund ihrer geringen Größe und der Lage von nutzbaren
Restriktionsschnittstellen eine deutlich verbesserte Handhabung aufwiesen als die bisher
verwendeten Vektoren. Zudem konnten in diese Minimalvektoren relativ einfach mehrere
Expressionskassetten hintereinander einkloniert werden (4.3.2). Neben der stabilen Transformation
von Solanum tuberosum und Nicotiana tabacum mit den neuen binären Vektoren in dieser Arbeit,
wurden diese mittlerweile auch erfolgreich zur Transformation von Arabidopsis thaliana eingesetzt
(Panstruga, MPI Köln, pers. Mitteilung).
5.3 Klonierung und Expression von mutierten pflanzlichen PEPCs
Als Alternative zu einer rein quantitativen Erhöhung der Genexpression zur Realisierung der
erforderlichen hohen PEPC-Aktivität im Zuge der Etablierung eines künstlichen C4-Cylus in C3-
Pflanzen wurde eine neue Strategie entwickelt, die darauf basierte, durch Mutation eine in vivo
aktivere PEPC zu erhalten, so dass auch mit relativ geringen Expressionsraten deutlich erhöhte
Gehalte an C4-Säuren erreicht werden könnten. Als Ansatzpunkt zur Optimierung einer pflanzlichen
PEPC bot sich ein Strukturmotiv an, das von Pflanzen selbst zur Aktivierung der PEPC
posttranslational modifiziert wird. Das Serin in dem pflanzentypischen, N-terminalen Motiv
E/DR/KxxSIDAQL/MR wird durch eine spezifische PEPC-Kinase phosphoryliert, wodurch in
erster Linie die Hemmung der PEPC durch das mittelbare Produkt Malat reduziert wird (Bakrim et
al., 1992; Jiao und Chollet, 1988; Wang und Chollet, 1993; Zhang et al., 1995). Die Bedeutung der
Phosphorylierung zeigt sich besonders in CAM- und C4-Pflanzen, wo sie für die Aufrechterhaltung
der PEPC-Aktivität bei erhöhtem Malatspiegel während der CO2-Vorfixierung dient (Borland et al.,
1999; Chollet et al., 1996; Hartwell et al., 1999; Nimmo, 2000; Ueno et al., 2000). Bei in vitro
Untersuchungen mit bakteriell exprimierten, rekombinanten C4PEPCs konnte gezeigt werden, dass
sich der Effekt einer Phosphorylierung durch Mutation des zu phosphorylierenden Serins zu
Aspartat nachahmen ließ (Duff et al., 1995; Wang et al., 1992). Dass die Verbesserungen der
Enzymeigenschaften infolge der SD-Mutation weniger ausgeprägt waren als bei einer echten
Phosphorylierung, wurde darauf zurückgeführt, dass durch das Aspartat nur eine negative Ladung
eingefügt wurde, während durch Phosphorylierung zwei negative Ladungen vorlagen (Wang et al.,
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1992). Diese Befunde dienten als Grundlage für die Hypothese, dass die Expression einer
pflanzlichen PEPC mit SD-Mutation zur Erhöhung des Gehaltes an C4-Säuren in C3-Pflanzen
besonders geeignet sein könnte, da diese in vivo gewissermaßen „dauerphosphoryliert“ wäre und
somit aktiver als eine bakterielle bzw. unmutierte PEPC sein müsste. Da zudem in C3-Pflanzen
offenbar nur geringe PEPC-Kinase-Aktivitäten vorzuliegen scheinen (Duff und Chollet, 1995;
Leport et al., 1996; Li et al., 1996), sollte gerade hier die Expression einer von endogener
Phosphorylierung unabhängigen PEPC, höhere Aktivitäten in planta ermöglichen. Für eine gezielte
Mutation und Expression wurde die kartoffeleigene StPEPC favorisiert. Diese besaß bereits eine
hohe Substrataffinität, war jedoch extrem sensitiv gegenüber Malat (siehe auch 4.2). Die Reduktion
der Malatsensitivität durch Mutation der Phosphorylierungsstelle sollte daher eine wesentliche
Verbesserung darstellen. Da aufgrund der Erfahrungen bei der Amplikon-Expression jedoch zu
befürchten war, dass die Expression eines fast völlig identischen Gens durch Cosuppression
limitiert werden könnte, wurden die Versuche parallel auch mit einer C4PEPC aus Flaveria
trinervia durchgeführt.
5.3.1 Expression und Analyse mutierter pflanzlicher PEPCs im prokaryotischen System
Von dem ppc1-Gen aus Solanum tuberosum und dem ppcA-Gen aus Flaveria trinervia sollten
jeweils eine Variante, bei der mittels PCR das Triplett für Serin in dem Phosphorylierungsmotiv zu
einem Aspartat-Triplett mutiert worden war (S11D-Mutante), und eine Variante mit intaktem
Phosphorylierungsmotiv in Pflanzen exprimiert werden. Die vorhandenen cDNAs der ppc-Gene
wurden mittels PCR amplifiziert und modifiziert (4.2.1.1). Um im Vorfeld der
Pflanzentransformation die Funktionalität und die Eigenschaften der modifizierten ppc-Gene
zunächst in Bakterien untersuchen zu können, wurden diese in den bakteriellen Expressionsvektor
pTrc99A kloniert, der eine IPTG-induzierbare hohe Expression ermöglichte. Die Selektion
funktionsfähiger ppc-Gene erfolgte anhand der Fähigkeit den PEPC-defizienten E. coli-Stamm
PCR1 zu komplementieren. Zusätzlich zu den ursprünglich vorgesehenen ppc-Varianten wurden
noch zwei weitere funktionelle C3-Varianten mit in die Analysen einbezogen: Zum einen eine
chimäre S11D-PEPC, bei der die Sequenz der ersten zehn Aminosäuren der C4PEPC aus Flaveria
trinervia entsprach, zum anderen eine zufällig entstandene Variante, bei der neben der Mutation des
Serincodons sechs Nukleotide im 5‘-Bereich deletiert waren. Vermutlich bedingt durch Fehler bei
der PCR-Amplifikation, waren in dieser, mit S9D bezeichneten ppc-Variante, die drei Codons für
Glu-Lys-Leu vor dem Phosphorylierungsmotiv zu einem Serincodon mutiert (Abb. 7).
Eine Fusion der PEPC mit einem C-terminalen 6xHis-tag führte zum Verlust der
Enzymaktivität. Um die rekombinanten PEPCs später in Pflanzen zweifelsfrei nachweisen und von
den endogenen PEPCs unterscheiden zu können, wurden diese mit einem 6xHis-tag versehen, der
mit spezifischen Antikörpern detektiert werden konnte (Pogge von Strandmann et al., 1995). Die
Fusion des His-tags erfolgte am C-Terminus, um mögliche Interaktionen mit der am N-Terminus
gelegenen Phosphorylierungsstelle zu vermeiden. Die Fusions-PEPCs konnten zwar in Escherichia
coli exprimiert werden, jedoch waren die Enzyme nicht funktional. Der Verlust der Enzymaktivität
wurde offensichtlich durch den His-tag hervorgerufen. Die Beobachtung, dass Veränderungen am
C-Terminus, der bei allen bekannten PEPCs hochkonserviert ist (Lepiniec et al., 1993) (Toh et al.,
1994), zum Verlust der Aktivität führen können, wurde auch in einer kürzlich erschienenen
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Veröffentlichung beschrieben (Dong et al., 1999). Bei einer rekombinanten C4PEPC aus Sorghum
wurde festgestellt, dass die Entfernung von nur vier C-terminalen Aminosäuren (QNTG) eine
Inaktivierung des Enzyms zur Folge hatte, die Tetramerisierung der Untereinheiten jedoch nicht
beeinträchtigt wurde. Eine mögliche Erklärung dafür, dass sowohl die Verlängerung des C-
Terminus um sechs Histidine als auch die Verkürzung um vier Aminosäuren zum Verlust der
Aktivität führten, könnte die dreidimensionale Struktur der PEPC aus Escherichia coli liefern, die
vor Kurzem durch Kristallisation mit dem Inhibitor Aspartat ermittelt werden konnte (Protein Data
Bank: 1FIY) (Kai et al., 1999) (Abb. 62, Seite 133). Vor dem terminalen Tetrapeptid RNTG
(QNTG bei pflanzlichen PEPCs) befindet sich eine stark hydrophobe α-Helix, die aus 19
Aminosäuren besteht. Diese α-Helix liegt eingebettet im Inneren des Monomers, wodurch sich der
C-Terminus in direkter Nachbarschaft zu dem aktiven Zentrum und der Inhibitor-Bindungsstelle
befindet. Die hochkonservierte Aminosäure Asn (N) des terminalen Tetrapeptids ist zudem an der
Inhibitorbindung beteiligt. Aufgrund des engen Kontaktes des C-Terminus mit dem aktiven
Zentrum ist es gut möglich, dass hier Deletionen oder Additionen von Aminosäuren zu Störungen
der Struktur, und dadurch zu Beeinträchtigungen der katalytischen Aktivität führen können. Da an
der Bildung des aktiven Zentrums Histidine beteiligt sind (Kai et al., 1999; Matsumura et al., 1999;
Terada und Izui, 1991; Terada et al., 1991), könnte besonders ein His-tag am C-Terminus die
Ausbildung eines funktionsfähigen aktiven Zentrums massiv stören. Es ist nicht auszuschließen,
dass durch den His-tag auch die korrekte Faltung des gesamten Monomers, und damit die Bildung
von aktiven Dimeren bzw. Tetrameren verhindert wird. Aus der 3D-Struktur würde sich auch
erklären, weshalb eine C4PEPC aus Mais mit His-tag am N-Terminus als aktives Enzym in E. coli
exprimiert werden konnte (Dong et al., 1997). Da die N-Termini der einzelnen PEPC-
Untereinheiten relativ weit aus der Tetramerstruktur herausragen, wirken sich Modifikationen an
diesem Terminus offenkundig kaum auf die Enzymfunktion aus.
Als Alternative zu der Verwendung von Fusionspartnern zum selektiven Nachweis der
rekombinanten PEPCs in Solanum tuberosum und Nicotiana tabacum wurden die beiden chimären
Varianten StPEPC-C4 und StPEPC(S9D)-C4 hergestellt, bei denen ein interner Sequenzbereich
gegen den entsprechenden Bereich aus der FtPEPC ausgetauscht war. Dieser FtPEPC-Bereich stellt
das Epitop für ein spezifisches Anti-F. trinervia-PEPC-Serum dar, wodurch eine Unterscheidung zu
Wildtyp-StPEPCs möglich war (Merkelbach, 1994). Der ausgewechselte Bereich unterschied sich
von dem ursprünglichen StPEPC-Bereich lediglich in 11 Aminosäuren (4.2.1.1.2). Fünf dieser 11
Aminosäuren besaßen Seitenketten der gleichen Klasse wie die ursprünglichen Aminosäuren, so
dass letztendlich nur sechs Positionen komplett unterschiedlich waren (Abb. 14). Da diesem
Bereich zum einen bisher keine besondere Funktion zugeordnet worden war (Chollet et al., 1996;
Gao und Woo, 1996) und zum anderen Sequenzvergleiche von bekannten PEPCs keine
Anhaltspunkte dafür lieferten, dass dessen Aminosäuresequenz für eine bestimmte Isoform typisch
wäre, wurde angenommen, dass ein Austausch keine gravierenden Auswirkungen auf die
Enzymaktivität haben würde. Durch Expression der chimären PEPCs in E. coli PCR1 ergaben sich
sowohl ein vergleichbares Komplementationsverhalten als auch ähnlich hohe Aktivitäten wie bei
Expression der ursprünglichen Enzyme. Anhand von Western-Blots konnte bestätigt werden, dass
die chimären StPEPCs mit Hilfe des FtPEPC-spezifischen Antiserums von der ursprünglichen
StPEPC unterschieden werden konnten (Abb. 16).
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Durch SD-Mutation konnte bei beiden Isoformen (C3 und C4) der Km(PEP)-Wert reduziert
und der I50(L-Malat)-Wert erhöht werden. Zur groben Charakterisierung der rekombinanten
PEPCs wurden die Km(PEP)- und I50(L-Malat)-Werte bestimmt. Vor allem der I50(L-Malat), der die
Malatsensitivität widerspiegelt, sollte Aufschluss darüber geben, inwieweit sich bei den StPEPCs
eine Phosphorylierung imitieren ließ. Generell zeichneten sich die StPEPCs durch sehr geringe
Km(PEP)- und geringe I50(L-Malat)-Werte (hohe Substrataffinität und hohe Malatsensitivität) aus,
während die FtPEPCs umgekehrt hohe Km(PEP)- und hohe I50(L-Malat)-Werte aufwiesen. Diese
kinetischen Eigenschaften entsprachen im Wesentlichen den erwarteten, in der Literatur
beschriebenen Unterschieden zwischen C3- und C4-Isoformen (Merkelbach et al., 1993; O'Leary,
1982; Svensson et al., 1997). Die von Svensson (1997) veröffentlichten Werte für die C4PEPC aus
Flaveria trinervia wichen jedoch deutlich von den in dieser Arbeit gemessenen Parametern ab: So
lagen der Km(PEP), obwohl bei dem optimalen pH-Wert 8 gemessen, mit 652 µM gegenüber 254
µM um Faktor 2,6 höher und der I50(L-Malat) mit 1200 µM (bei pH 7,6 und 5 mM PEP) gegenüber
3504 µM (bei pH 7,3 und 1 mM PEP) um Faktor 2,9 niedriger (Tab. 2 und Tab. 3). Dass in der
vorliegenden Arbeit die FtPEPC selbst bei suboptimalen pH-Werten eine höhere Substrataffinität
und trotz geringerer Substratkonzentrationen eine geringere Malatsensibilität zeigte, lag
möglicherweise daran, dass für die Aktivitätsbestimmungen ein Messpuffer mit 20 % Glycerin
eingesetzt worden war (3.4.2). Positive Effekte von Glycerin auf die PEPC-Aktivität in vitro
wurden bereits häufiger beschrieben: Die C4PEPC aus Mais war bei Zusatz von Glycerin ca. 3-fach
aktiver als ohne Glycerin (Podestá und Andreo, 1989), und auch bei der C3PEPC aus Banane
bewirkte Glycerin eine Erniedrigung des Km(PEP) um Faktor 3 (Law und Plaxton, 1995). Als
Grund für die aktivitässteigernde Wirkung von Glycerin wird die Stabilisierung der
Tetramerstruktur der PEPC vermutet, wodurch eine Dissoziation in weniger aktive Dimere bzw.
Monomere verhindert wird (McNaughton et al., 1989; Ogawa et al., 1997; Wu et al., 1990). Eine
Stabilisierung des Tetramers bei der C4PEPC aus Mais bewirkte auch eine geringere
Malatsensitivität (Wedding et al., 1994). In einer späteren Veröffentlichung der Gruppe um
Svensson (Bläsing et al., 2000) wurde für die FtPEPC mit 278 µM ein vergleichbarer Wert
ermittelt, was darauf beruhen könnte, dass hier das Enzym vor Zugabe zum Reaktionsgemisch in
50% Glycerin gelagert bzw. verdünnt worden war.
Die Veränderungen der kinetischen Parameter durch Mutation des Serins in der
Phosphorylierungsstelle zu Aspartat bei der C4PEPC aus Flaveria trinervia (Km(PEP) von 0,25 auf
0,17 mM; I50(L-Malat) von 3,5 auf 5,5 mM) bestätigten frühere Befunde mit mutierten, in E. coli
exprimierten C4-Isoformen aus Sorghum (Duff et al., 1995; Wang et al., 1992) und Mais (Ueno et
al., 1997). Die SD-Mutation bewirkte eine leichte Verminderung des Km(PEP) von 1,15 auf 1,1 mM
bei der Sorghum-PEPC bzw. von 1,1 mM auf 0,9 mM bei der Mais-PEPC, und eine deutliche
Erhöhung des I50(L-Malat) von 0,14 auf 0,45 mM bzw. von 0,4 auf 2 mM. Da der I50(L-Malat)-
Wert sowohl durch den pH-Wert als auch, wie die Bestimmungen bei verschiedenen PEP-
Konzentration eindrucksvoll belegten (Tab. 3), durch die Substratkonzentration beeinflusst wird, ist
ein Vergleich mit Literaturdaten nur eingeschränkt möglich. Die Differenzen in den absoluten
Werten beruhten vermutlich eher auf unterschiedlichen Messbedingungen (wie PEP-Konzentration
und Stabilisierung durch Glycerinzusatz) als auf generellen Unterschieden zwischen den C4-
Isoformen aus verschiedenen Spezies. Auch die kinetischen Parameter der C3-Isoform aus S.
tuberosum entsprachen annähernd bekannten Literaturwerten. Die I50(L-Malat)-Werte für die
StPEPC (14 - 37 µM, je nach PEP-Konzentration) unterschieden sich nicht grundlegend von den
Werten, wie sie bereits für andere C3PEPCs beschrieben worden waren. Für eine rekombinante
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C3PEPC aus Flaveria pringlei wurde beispielsweise bei pH 7,6 und 1 mM PEP ein I50(L-Malat) von
80 µM gemessen (Svensson et al., 1997) und für eine rekombinanten C3PEPC aus Sorghum lag der
Wert zwischen 50 und 100 µM (Pacquit et al., 1993). Wie beabsichtigt konnte demnach allein
durch Mutation des Serins in der Phosphorylierungsstelle auch bei der C3PEPC aus S. tuberosum
die Malatsensitivität deutlich reduziert werden (fast doppelt so hoher I50(L-Malat); Tab. 3). Zudem
bewirkte die SD-Mutation auch eine Verbesserung der Substrataffinität um 25 % (Tab. 2). Die
Verminderung der Malatsensitivität durch Imitierung einer Phosphorylierung bei StPEPC(S11D) im
Vergleich zu der unmutierten StPEPC, war mit Daten vergleichbar, wie sie bei der C3PEPC aus
Tabak beobachtet wurden, wenn diese entweder im Dunkeln (unphosphoryliert) oder im Licht
(phosphoryliert) isoliert worden war (Li et al., 1996). Bei gleichem pH-Wert von 7,3 und fast
identischen PEP-Konzentrationen (0,2 bzw. 0,25 mM) wurde durch Phosphorylierung der Tabak-
PEPC eine Erhöhung des I50(L-Malat) von 34 auf 73 µM gemessen, während aus der SD-Mutation
bei der StPEPC eine Erhöhung von 29 µM auf 53 µM resultierte (Tab. 3). Die durch die SD-
Mutation bewirkte Erhöhung des I50(L-Malat)-Wertes wurde noch um Faktor 2 bis 3 gesteigert,
wenn zusätzlich die basische Aminosäure vor der ehemaligen Phosphorylierungsstelle entfernt
worden war (StPEPC(S9D)). Dass die positiv geladene basische Aminosäure vor der
Phosphorylierungsstelle Einfluss auf die Malatsensitivität hat, deckt sich mit den Ergebnissen von
Ueno (1997), die mit rekombinanten Mais-PEPCs erhalten wurden. Hier bewirkte alleine schon die
Entfernung der positiv geladenen Aminosäure eine deutliche Verringerung der Malathemmung.
Die Km(PEP)- und I50(L-Malat)-Werte werden deutlich von der Aminosäuresequenz um
Position 400 beeinflusst. Unerwarteterweise hatte der Austausch von Aminosäuren im Bereich um
Position 400 (StPEPC-C4) eine ca. 30 % höhere PEP-Affinität und eine bis zu 5-fach niedrigere
Malatsensitivität zur Folge. Die Kombination aller drei Veränderungen in StPEPC(S9D)-C4 führte
zu einer C3PEPC, die im Vergleich zu der ursprünglichen Form einen mehr als halbierten Km(PEP)-
Wert von 23 µM und einen über 30-fach erhöhten I50(L-Malat)-Wert (> 1 mM bei 0,25 und 1 mM
PEP Abb. 20) aufwies. Die Bedeutung der Aminosäuren im Bereich der Positionen 380-420 für die
Substrataffinität und die Malatsensitivität wurde auch durch die Ergebnisse mit den FtPEPCs
bestätigt, die umgekehrt die StPEPC-spezifischen Aminosäuren enthielten. Ein Austausch bewirkte
hier das Gegenteil wie bei den StPEPCs, mit dem Unterschied, dass nun die Effekte auf den
Km(PEP)-Wert stärker waren als auf den I50(L-Malat)-Wert. Bei Vorliegen der StPEPC-Sequenz
erhöhten sich die Km(PEP)-Werte um Faktor 4 und die I50(L-Malat)-Werte sanken um bis zu 70 %.
Dass der Bereich um AS 400 für die Enzymeigenschaften von so großer Bedeutung ist, könnte auf
seine Lage in der dreidimensionalen Struktur der PEPC basieren (Abb. 62). Der Bereich, in dem bei
den pflanzlichen PEPCs Aminosäurenaustausche vorgenommen wurden, entspricht bei der PEPC
aus E. coli dem Bereich von Ala-328 bis Cys-366. In der 3D-Struktur liegt dieser Bereich in einer
Domäne, die aus vier α-Helices besteht und relativ weit aus dem Monomer herausragt. Die
veränderten Aminosäuren befinden sich auf einer Schleife zwischen zwei Helices. Aufgrund der
räumlichen Distanz scheint es unwahrscheinlich, dass eine direkte Interaktion mit dem aktiven
Zentrum für die Auswirkungen auf die kinetischen Parameter verantwortlich ist. Da diese Domäne
im Kontaktbereich der Dimere liegt, könnte sie vielmehr eine wichtige Funktion bei der Bildung
und Stabilisierung des Tetramers haben.
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Abb. 62: Tertiär- und Quartärstruktur der E. coli-PEPC.
Die Darstellung des Monomers (A) stammt aus (Kai et al., 1999) (C und N bezeichnen die
Termini). Im Inneren des Monomers ist in der Nähe des aktiven Zentrums der zur Kristallisation
verwendete Inhibitor Aspartat zu erkennen. B zeigt schematisch den Aufbau des Tetramers, wobei
die Untereinheit III die gleiche Orientierung wie das Monomer in A aufweist. Der Bereich, in dem
bei den pflanzlichen PEPCs Aminosäuren ausgetauscht wurden, ist mit Pfeil markiert.
Da Malat eine Dissoziation des PEPC-Tetramers induzieren kann (Wedding et al., 1994; Wu et al.,
1990), könnte die deutlich geringere Malatsensitivität der PEPCs mit FtPEPC-Sequenz ein Indiz
dafür sein, dass eine Aminosäuresequenz, wie sie bei dem C4-Enzym aus Flaveria trinervia zu
finden ist, eine stabilere Tetramerstruktur gewährleistet als die Sequenz der C3-PEPC aus Solanum
tuberosum. Wie bei der Stabilisierung durch Glycerin, könnte eine verminderte Dissoziation des
Tetramers auch die beobachtete Erniedrigung des Km(PEP) erklären. Demnach wären die hohen
Malatsensitivitäten der C3PEPCs auch durch eine instabilere Tetramerstruktur bedingt.
Möglicherweise ist eine verbesserte Tetramerstabilität ein wichtiger Schritt bei der Evolution von
einem C3- zu einem C4-Enzym, da dieses besonders in Gegenwart von hohen Malatkonzentrationen
funktionsfähig sein muss. Die Beobachtung, dass sich bei der StPEPC(S9D)-C4 die Mutation des
Phosphorylierungsmotivs und der Austausch der Aminosäuren im Bereich um Position 400
gegenseitig zu verstärken schienen, würde somit auf zwei unabhängigen Mechanismen beruhen:
Während durch die negative Ladung des Aspartats der Zugang des Malats zu der am aktiven
Zentrum lokalisierten allosterischen Bindungsstelle verhindert wird, wirkt der C4-Bereich einer
malatinduzierten Dissoziation entgegen. Dass neben der Phosphorylierung, auch der
Oligomerisierungs-Status eine wichtige Rolle bei der Regulation der PEPC-Aktivität in vivo spielen
könnte, wurde in der Vergangenheit häufiger, vor allem von der Arbeitsgruppe um Wedding,
vermutet (Chardot und Wedding, 1992; Wedding et al., 1994; Wu et al., 1990). Endgültige Beweise
stehen jedoch noch aus, da es schwierig ist den Oligomerisierungs-Status der PEPC in vivo zu
bestimmen.
In weitergehenden Untersuchungen wäre es interessant experimentell zu überprüfen, ob der
Proteinbereich um AS 400 der FtPEPC wie vermutet für eine Stabilisierung des Tetramers
verantwortlich ist. Zudem müsste geklärt werden, inwieweit diese vermutete Funktion generell
A B
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charakteristisch für C4PEPCs ist und ob hier somit ein in vivo relevanter Regulationsmechanismus
vorliegt. Kürzlich veröffentlichte Untersuchungen mit chimären PEPCs, die aus unterschiedlich
großen Anteilen der C3- und C4PEPCs aus Flaveria pringlei bzw. Flaveria trinervia
zusammengesetzt worden waren (Bläsing et al., 2000), deuteten darauf hin, dass zumindest bei der
FtPEPC der Bereich von AS 296-437 für C4-typische Eigenschaften verantwortlich sein könnte.
Die markanten Wachstumsunterschiede der PEPC-defizienten Bakterien bei den
Komplementationsanalysen deutete darauf hin, dass die Varianten des C3-Typs (StPEPC) in vivo
aktiver waren als Vertreter vom C4-Typ (FtPEPC). Während mit allen C3-Varianten (unabhängig
von durchgeführten Modifikationen) offensichtlich schon mit der schwachen Basalaktivität des trc-
Promotors ausreichend hohe PEPC-Mengen erreicht wurden, ermöglichten die beiden C4-Varianten
erst durch hohe, IPTG-induzierte Expression ein ähnlich gutes Wachstum. Eine weitere Erhöhung
der C3PEPCs durch IPTG-Induktion schien die Zellphysiologie sogar so stark zu belasten, dass kein
normales Wachstum mehr möglich war. Unphysiologisch hohe PEPC-Aktivitäten könnten in
mehrfacher Hinsicht negative Auswirkungen auf den Zellstoffwechsel und somit auf das Wachstum
haben: Einerseits führt die Erhöhung der Konzentration von C4-Säuren (Oxalacetat, Malat,
Aspartat) zu einer Absenkung des cytoplasmatischen pH-Wertes, wodurch wichtige Enzyme in
ihrer Funktion beeinträchtigt werden können, andererseits wird dem Stoffwechsel
Phosphoenolpyruvat (PEP) entzogen, welches als besonders energiereiche Verbindung in vielen
Stoffwechselwegen eine wichtige Rolle spielt. Da PEP vor allem als Ausgangssubstanz für die
Bildung von Pyruvat dient, das zur Energiegewinnung in den Citrat-Cyclus eingespeist wird, könnte
ein zu starker Verbrauch des PEP durch die PEPC zu einer Hemmung dieses zentralen Cyclus
führen. Von Svensson (1997) konnte bei Expression von C3- und C4PEPCs aus Flaveria pringlei
bzw. Flaveria trinervia mit dem gleichen System (pTrc 99A und E. coli PCR1) ebenfalls
beobachtet werden, dass unter uninduzierten Bedingungen das C3-Enzym ein wesentlich besseres
Bakterienwachstum ermöglichte als das C4-Enzym. Bei Komplementationsanalysen, die mit
anderen ppc-Genen im Zuge früherer Dissertationen am Institut für Biologie I durchgeführt worden
waren, ergab sich jedoch durchweg besseres Wachstum nach IPTG-Induktion: Von Johanna Gehlen
(1997) wurden prokaryotische PEPCs aus C. glutamicum und E. coli untersucht, die sich durch
relativ hohe Km(PEP)-Werte auszeichneten (C. glutamicum: 4,6 mM, E. coli: 5,5 mM). Bei Sabine
Merkelbach (1994) war ebenfalls die PEPC aus  S. tuberosum Gegenstand der Analysen. Hierbei
handelte es sich um ein Fusionsprotein, das statt neun aminoterminaler Aminosäuren der
Originalsequenz 24 Aminosäuren enthielt, die von Polylinkersequenzen codiert wurden. Die
Fusions-PEPC zeigte jedoch einen ähnlich niedrigen Km(PEP)-Wert (85 µM) wie die native StPEPC
(90 µM). Dass durch IPTG-Induktion der Expression dieses stppc-Gens das Bakterienwachstum
nicht gehemmt wurde, könnte daran liegen, dass keine kritischen Level an rekombinantem Enzym
erreicht wurden. So wurde im Vergleich zum Wildtyp W8 mit dem Fusionsprotein bei uninduzierter
Expression lediglich eine Verdoppelung der PEPC-Aktivität gemessen, während sich mit der in der
vorliegenden Arbeit verwendeten StPEPCs eine Verzehnfachung ergab (Abb. 11). Ursache hierfür
könnte die enthaltene Polylinkersequenz sein. Einerseits könnte dadurch unmittelbar die Expression
beeinträchtigt werden (Fütterer, 1995), andererseits könnten die von ihr codierte
Aminosäuresequenz die Stabilität der Fusions-PEPC beeinträchtigen. Dass die Proteinstabilität
und/oder die Exprimierbarkeit für die Unterschiede im Komplementationsverhalten zwischen den
hier untersuchten C3- und C4-Varianten verantwortlich waren, schien eher unwahrscheinlich. Die
Western-Blot-Analysen sprachen dafür, dass beide Isoformen ungefähr gleich stark exprimiert
wurden (Abb. 16). Es war daher wahrscheinlicher, dass die beobachteten Auswirkungen auf das
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Bakterienwachstum auf den grundlegenden Unterschieden in den katalytischen Eigenschaften von
C3- und C4PEPC beruhen mussten.
Vor dem Hintergrund der kinetischen Daten könnte das gehemmte Bakterienwachstum bei hoher
Expression einer C3PEPC ein Beleg dafür sein, dass für eine hohe in vivo-Aktivität in Bakterien
eine hohe Substrataffinität (niedriger Km) von größerer Relevanz ist als eine geringe
Malatsensitivität (hoher I50). Wäre die Malatsensitivität die aktivitätsbestimmende Größe, müssten
bei der Expression der C4PEPCs stärkere Auswirkungen auf das Bakterienwachstum resultieren als
bei der Expression der C3PEPCs, deren Aktivitäten schon durch geringe Malatkonzentrationen stark
beeinträchtigt wurde. Die Bedeutung des Km(PEP)-Wertes für die PEPC-Aktivität im bakteriellen
Metabolismus zeigte sich auch bei der metabolischen Regulation der bakteriellen PEPCs, die
vornehmlich anaplerotische Funktionen erfüllen. So bewirkt bei den beiden PEPCs aus Escherichia
coli und Corynebacterium glutamicum eine Erhöhung der Acetyl-CoA-Konzentration, die aus
einem Mangel an dem PEPC-Produkt Oxalacetat im Citrat-Cyclus resultiert, eine deutliche
Verminderung der ansonsten relativ hohen Km(PEP)-Werte (Cánovas und Kornberg, 1969; Gehlen,
1997). Bei starker Überexpression der bakteriellen Isoformen könnte deren Aktivität durch
Absenkung der Acetyl-CoA-Konzentration und dadurch bedingte Erhöhung des Km(PEP) so
moduliert werden, dass es nicht zu Wachstumsdepressionen kommt. Die C3PEPCs scheinen dem
gegenüber auch unter den metabolischen Verhältnissen in Bakterien weiterhin einen sehr niedrigen
Km(PEP) aufzuweisen.
5.3.2 Expression mutierter pflanzlicher PEPCs in S. tuberosum und N. tabacum
Anhand der kinetischen Eigenschaften der unterschiedlichen PEPC-Varianten war nicht
vorauszusagen, welche Variante in C3-Pflanzen am besten zur Erhöhung des Malatgehaltes geeignet
sein würde. Zwar schien in E. coli die C3-PEPC aktiver zu sein, jedoch war es fraglich, ob dies auf
die Verhältnisse in Pflanzen übertragen werden konnte. Allein schon die stärkere
Kompartimentierung des Stoffwechsels in Pflanzenzellen könnte völlig andere Bedingungen für die
in vivo-Aktivität der jeweiligen PEPC-Isoform bedeuten. Zudem war unklar, ob sich die ftppc- und
stppc-Gene gleich gut zur Überexpression in Solanum tuberosum und Nicotiana tabacum eignen
würden. Während das ftppc-Gen in früheren Arbeiten bereits erfolgreich in Solanum tuberosum
exprimiert werden konnte (Merkelbach, 1994; Panstruga, 1996), bestand bei Verwendung eines
homologen stppc-Gens die Befürchtung, dass die Expression an Cosuppression scheitern könnte.
Zudem bestand die Möglichkeit, dass in planta die Mutation im Phosphorylierungsmotiv nicht
unbedingt eine Verbesserung der PEPC darstellen könnte. Bei diversen rekombinanten C4PEPCs
hatte sich gezeigt, dass hinsichtlich der Verbesserung von Substrataffinität und Malatsensitivität
zumindest in vitro eine echte Phosphorylierung der SD-Mutation überlegen war (Duff et al., 1995;
Ueno et al., 1997). Welche Form, mutiert oder original, letztlich in vivo aktiver sein würde, hing
demnach davon ab, in welchem Ausmaß das Instrument Phosphorylierung zur PEPC-Aktivierung in
C3-Pflanzen genutzt würde. Aufgrund dieser Unwägbarkeiten sollten sowohl die beiden C4-Formen,
ftppc und ftppc(S11D), als auch die beiden C3-Formen, stppc-C4 und stppc(S9D)-C4 in C3-Pflanzen
exprimiert werden. Jedes dieser Gene sollte sowohl konstitutiv als auch lichtabhängig exprimiert
werden, wobei dies jeweils mit und ohne SARs erfolgen sollte. Für die stabile Transformation von
Solanum tuberosum und Nicotiana tabacum wurden die Kassetten mit den ppc-Genen in die
verschiedenen binären Minimalvektoren mit Kanamycinresistenzgen (nptII) kloniert. Inklusive der
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Kontrollkonstrukte mit GFP mussten somit 20 unterschiedliche Konstrukte in Kartoffel  und Tabak
transformiert werden. Um den Aufwand für Regeneration und Analyse der transgenen Pflanzen in
einem einigermaßen vertretbaren Rahmen zu halten, wurden von jeder Transformationsreihe nur
ungefähr 30 Pflanzen regeneriert (Tab. 5). In Bezug auf Regenerierbarkeit und Ausbeute an
Regeneranten konnten dabei keine Unterschiede in Abhängigkeit von dem verwendeten Konstrukt
beobachtet werden. Unterschiede im Phänotyp zeigten sich erst nach längerer Kultur in Erde.
Das Screening der Regeneranten erfolgte im Jungpflanzenstadium auf Basis der spezifischen PEPC-
Aktivität. Da es unmöglich war Messbedingungen zu realisieren, die den Verhältnissen in planta
entsprachen, muss man sich bei der Interpretation der in vitro-PEPC-Aktivitäten darüber im Klaren
sein, dass diese nicht die tatsächlichen Aktivitäten in vivo wiedergeben können. Besonders
Vergleiche von Pflanzenlinien, die unterschiedliche PEPC-Isoformen exprimieren, sind anhand von
in vitro-Aktivitäten nur bedingt möglich, da die Enzyme aufgrund ihrer unterschiedlichen
Eigenschaften verschieden stark durch die Messbedingungen beeinflusst werden können. So nahm
beispielsweise die Aktivität der C3PEPCs durch Absenkung des pH-Wertes im Messpuffer von pH
8 auf pH 7,3 wesentlich stärker ab als die Aktivität der C4PEPCs, da bei niedrigem pH-Wert die
Malatsensitivität an Bedeutung gewinnt (Daten nicht gezeigt)(Duff et al., 1995). Auch bei einem
Vergleich von Linien, die die bakterielle PEPC aus Corynebacterium glutamicum oder die hier
beschriebene StPEPC(S9D)-C4 exprimierten, zeigte sich, wie unterschiedlich der Einfluss der
Messbedingungen auf die Aktivität einzelner Isoformen sein kann (Häusler et al., 2001). Im
Vergleich zum Wildtyp war bei pH 8 die PEPC-Aktivität in 3LD9, der Linie mit CgPEPC, um
Faktor 2,3 höher, bei pH 7,2 dagegen um Faktor 25,6. Die PEPC-Aktivität in der Linie mit
StPEPC(S9D)-C4, SPsStSD 21, verhielt sich genau entgegengesetzt: Sie war bei pH 8 um Faktor
9,2 und bei pH 7,2 um Faktor 2,4 erhöht. Hier spielten offenbar neben dem pH-Wert auch noch
Unterschiede in der Zusammensetzung der Puffer eine Rolle. In der vorliegenden Arbeit erfolgten
die Aktivitätsbestimmungen bei für pflanzliche PEPCs optimalen Reaktionsbedingungen (pH 8 und
sättigende PEP-Konzentration). Da die Wirkung von Effektoren in den Rohextrakten hauptsächlich
bei suboptimalen Reaktionsbedingungen, wie sie in vivo herrschen, zum Tragen kamen (Chollet et
al., 1996), sollten die unterschiedlichen Eigenschaften von C3- und C4-Isoformen bei optimalen
Messbedingungen am wenigsten stark zu Buche schlagen. Zudem hatten unter optimalen
Bedingungen weder die SD-Mutation im Phosphorylierungsmotiv noch eine mögliche
Phosphorylierung der unveränderten PEPC-Variante Auswirkungen auf die Enzymaktivität (Chollet
et al., 1996; Li et al., 1996), so dass davon ausgegangen werden konnte, dass die spezifischen
Aktivitäten im Optimum ungefähr die Menge an PEPC-Protein in den Linien reflektierten. Dass die
in vitro-PEPC-Aktivitäten tatsächlich ein Maß für die PEPC-Gehalte waren, konnte zumindest für
PEPCs gleicher Isoform anhand von Western-Blot-Analysen bestätigt werden (4.2.3.3). Verglichen
mit den Werten in früheren Arbeiten (Becker, 1990; Gehlen, 1997; Merkelbach, 1994; Panstruga,
1996), waren bereits die PEPC-Aktivitäten der Wildtyp-Pflanzen in der vorliegenden Arbeit fast
doppelt so hoch. Wie Messungen mit unterschiedlichen Pufferzusammensetzungen (Daten nicht
gezeigt) belegten, beruhten die höheren endogenen Aktivitäten im Wesentlichen auf der
stabilisierenden Wirkung von 20 % Glycerin im Messpuffer. Die in vitro ermittelten PEPC-
Aktivitäten konnten somit letztendlich nur dazu dienen, in den Populationen die Linien mit den
jeweils höchsten PEPC-Gehalten zu identifizieren und durch Gegenüberstellung von Linien mit
unterschiedlichen Expressionskassetten, aber gleichem ppc-Gen, Aufschluss über die Effektivität
der verwendeten regulatorischen Sequenzen zu erhalten.
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Mit der  rbcS-Kassette konnten nur geringe Expressionsraten erzielt werden.
Unabhängig von dem verwendeten ppc-Gen zeigten sich in beiden Pflanzenspezies bereits im
Jungpflanzenstadium generelle Unterschiede zwischen konstitutiver und regulierter Expression. In
den Populationen mit rbcS-Kassette wurde nur wenigen Linien identifiziert, die eine höhere PEPC-
Aktivität als die Wildtyp-Linien aufwiesen. Auch konnte bestenfalls nur eine Verdoppelung der
PEPC-Aktivität erreicht werden. Die nur geringen Aktivitätserhöhungen durch die lichtabhängige
Expression der ppc-Gene lag sicherlich nicht an den zu exprimierenden Genen, sondern an den
regulatorischen Sequenzen der rbcS-Kassette, da bei Expression mittels 35SS-Kassette in beiden
Pflanzenspezies mit allen vier ppc-Genen deutlich höhere PEPC-Aktivitätssteigerungen (bis Faktor
3) möglich waren. In älteren Kartoffelpflanzen waren die Unterschiede zwischen rbcS- und 35SS-
Kassette noch stärker ausgeprägt (Abb. 39, Abb. 41): Im Vergleich zum Wildtyp, in dem die
spezifische PEPC-Aktivität im Alter auch um ca. 10 % höher war, konnte mit der rbcS-Kassette
keine weitere Steigerung gefunden werden, während in älteren Pflanzen mit der 35SS-Kassette bis
zu 5-fach höhere PEPC-Aktivitäten gemessen wurden. Für die unterschiedliche Expressionshöhe
konnten neben der Stärke des Promotors auch die untranslatierten Regionen am 5‘- und 3‘-Ende der
mRNA verantwortlich sein, da diese stark die mRNA-Stabilität und die Translationseffizienz
beeinflussen (Fütterer, 1995; Fütterer und Hohn, 1996; Gallie, 1998; Ingelbrecht et al., 1989).
Möglicherweise sind die rbcS3C-5‘- und 3‘UTs wesentlich weniger effektiv als die
bekanntermaßen starken UTs von TEV und 35S-RNA-Gen (Fütterer, 1995). Die relativ große
Variabilität in den rbcS-Populationen beruhte im wesentlichen darauf, dass in einigen Linien die
Expression des endogenen ppc-Gens deutlich vermindert war. Mit dem rbcS-Promotor wurde
anscheinend besonders leicht „Silencing“ provoziert (siehe auch 5.1). Verantwortlich hierfür könnte
das transkriptionale Gen-„Silencing“ (TGS) sein, das zu Promotor- Methylierungen führt, wenn ein
Transgen-Promotor hohe Homologien zu endogenen Sequenzen aufweist (Matzke und Matzke,
1998; Matzke und Matzke, 1993; Thierry und Vaucheret, 1996). Zu dem 35S-Promotor hingegen
sind keine homologen Sequenzen bekannt. Posttranskriptionales Gen-silencing (PTGS) scheint
weniger wahrscheinlich, da als Auslöser eine starke Überexpression des Transgens als
Voraussetzung angesehen wird (Gallie, 1998; Wassenegger und Pélissier, 1998). Würde der rbcS-
Promotor eine hohe Expression ermöglichen, hätten zumindest in mehreren rbcS-Linien auch
deutlich erhöhte PEPC-Aktivitäten unterhalb der kritischen Schwelle in der Größenordnung des
35SS-Promotors beobachtet werden müssen. Eine Beeinträchtigung der Expression von endogenen
rbcS-Genen, wie sie von V. Lipka (1999) bei Amplikon-Expression eines homologen rbcS-
Transitpeptides anhand von morphologischen Veränderungen beobachtet werden konnte, wurde
nicht festgestellt. Generell schien die rbcS3C-Kassette in Kartoffel  etwas besser zu funktionieren
als in Tabak, da in den Kartoffel-Populationen insgesamt mehr Linien mit höherer Expression zu
finden waren (Abb. 36). Diese artbedingten Unterschiede könnten auf unterschiedlichen
Homologiegraden zwischen transgenen und endogenen Sequenzen beruhen.
Die Flankierung der Expressionskassetten mit SARs führte zu deutlich erhöhter Expression.
Durch Kombination der 35SS-Kassette mit flankierenden rb7-SARs konnte nicht nur die absolut
höchste Aktivität erreicht werden, sondern auch die Häufigkeitsverteilung in den Populationen
deutlich zu Gunsten von Linien mit höherer Aktivität verschoben werden (Abb. 36). Vernachlässigt
man bei den transgenen Linien die Wildtyp-Grundaktivität, waren die zusätzlichen PEPC-
Aktivitäten im Jungpflanzenstadium mit SARs ungefähr doppelt so hoch wie ohne SARs. Das
Auftreten von Linien mit reduzierter Aktivität wurde jedoch durch die Flankierung mit SARs nicht
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verhindert. Dies mag darauf beruhen, dass das Transgen durch die SARs zwar von dem
umgebenden Chromatin isoliert werden kann, so dass die Bildung von Antisense-RNA durch starke
gegenläufige Promotoren am Integrationsort unterbleibt, jedoch andere Mechanismen, die zu
Cosuppression führen können, weiterhin bestehen (Gallie, 1998). Weder Trans-silencing, das durch
Interaktion der Transgen-DNA mit homologen endogenen Chromosomenbereichen ausgelöst
werden kann (Matzke und Matzke, 1998), noch posttranskriptionales Gen-silencing (PTGS), das
aus zu hohen mRNA-Level des Transgens resultiert, wäre durch die SARs zu verhindern. Da die
verwendeten rb7-SARs offenbar auch als Transkiptionsverstärker wirkten, was bei transienter
GUS-Expression in Protoplasten zu einer 3-fach höheren Aktivität führte als ohne SARs (Allen et
al., 1996), wäre PTGS infolge eines Überschreitens der kritischen mRNA-Menge bei Einsatz der
SARs eher noch wahrscheinlicher. Eine Reduktion der Variabilität der Transgen-Expression durch
SARs, wie in verschiedenen Veröffentlichungen beschrieben (Breyne et al., 1992; Mlynárová et al.,
1995; Porsch et al., 1998), konnte nicht festgestellt werden, vielmehr war sowohl in Kartoffel als
auch in Tabak die Variabilität signifikant erhöht (Tab. 6). Offensichtlich ergeben sich je nach Art
und Herkunft der SARs/MARs unterschiedliche Effekte auf die Transgen-Expression (Liu und
Tabe, 1998). Die Wirkung der rb7-SARs in der vorliegenden Untersuchung auf die Expression in
Nicotiana tabacum und Solanum tuberosum stimmte in der Tendenz mit den Resultaten überein, die
mit der gleichen SAR in Tabaksuspensionszellen (Allen et al., 1996) bzw. mit einer SAR aus
Arabidopsis thaliana in Tabakpflanzen (Liu und Tabe, 1998) erhalten wurden. In beiden Fällen
wurde eine Steigerung der Expression ohne Verminderung der Variabilität in den transgenen
Populationen beobachtet. Dass die Steigerungsraten durch die rb7-SARs bei Allen et al. (1996)
deutlich stärker ausfielen, schien in erster Linie auf der verwendeten Transformationsmethode zu
beruhen. Mit der von Allen durchgeführten Transformation mittels Partikelbeschuss ergaben sich
bei Expression ohne SARs per se wesentlich niedrigere GUS-Expressionsraten als durch
Agrobakterientransformation, die mehr als 500-fach höhere GUS-Aktivitäten ermöglichte (Allen et
al., 1996; Mlynárová et al., 1995). Erst durch die Verwendung von SARs konnten mit
Partikelbeschuss vergleichbar hohe Aktivitäten erhalten werden. Durch Partikelbeschuss ergeben
sich generell komplexere Integrationsmuster (Integration von Fragmenten bzw. Neuordnung des
Transgens) und eine höhere Kopienzahl des Transgens, wodurch die Wahrscheinlichkeit von
„silencing“ zunehmen kann (Birch, 1997; Gallie, 1998), so dass sich gerade hier die separierende
Wirkung von SARs in einer Verbesserung der Transgen-Expression niederschlagen könnte. Bei
einer Agrobakterien-vermittelten Transformation von Tabakpflanzen wurde mit der SAR aus A.
thaliana zwar nur eine 5-10-fache Erhöhung der mittleren GUS-Aktivität beobachtet (Liu und Tabe,
1998), jedoch lagen selbst diese Steigerungsraten deutlich über den Raten, die mit den SARs bei
den ppc-Genen maximal möglich waren. Möglicherweise können mit dem GUS-Gen per se höhere
Expressionsraten erreicht werden als mit den ppc-Genen, da in Pflanzen zu dem GUS-Gen keine
Homologen existieren, wodurch „silencing“ erst bei hoher Expression des Transgens ausgelöst
werden könnte. Ferner wird der Stoffwechsel durch GUS weniger stark gestört, so dass eine
Regeneration von Pflanzen mit extrem hohen GUS-Gehalten eher möglich sein könnte als mit
hohen Gehalten an PEPC, die letal sein könnten.
Bei konstitutiver Expression konnten mit den StPEPCs sowohl in vitro als auch in vivo höhere
PEPC-Aktivitäten erreicht werden als mit den FtPEPCs.
Die maximalen Steigerungsraten der PEPC-Aktivität, die mit der FtPEPC vom C4-Typ möglich
waren, lagen mit Faktor 3 in der Größenordnung, die bereits früher mit diesem Gen in Kombination
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mit dem 35S-Promotor erreicht wurden (Merkelbach, 1994; Panstruga, 1996). Offensichtlich konnte
auch durch die optimierten Expressionskonstrukte diese Grenze nicht überschritten werden. Die
Überexpression der C3PEPC-Varianten führte demgegenüber sowohl in Solanum tuberosum als
auch in Nicotiana tabacum zu deutlich höheren in vitro-Aktivitäten (bis zu Faktor 5) (Tab. 5). Wie
bereits angesprochen sagen die in vitro-Aktivitäten der verschiedenen PEPC-Varianten jedoch
nichts über ihre Eignung zur Erhöhung der Malatgehalte in den Pflanzen aus. So könnten in vivo die
C4-Formen aufgrund ihrer wesentlich geringeren Malatsensitivität trotz geringerer Expressionsraten
effektiver sein. Um zu ermitteln, ob und in welchem Ausmaß die jeweils zusätzlich exprimierte
PEPC in planta tatsächlich aktiv war, wurde in einem zweiten Screening die Aufnahme von
radioaktiv markiertem CO2 analysiert. Im Licht kann die Aufnahme von CO2 durch die RubisCO
und die PEPC erfolgen. Der Anteil den die beiden Enzyme an der CO2-Inkorporation hatten, lässt
sich nach Kurzzeitbegasung mit 14CO2 an der Verteilung der Markierung auf verschiedene
Metabolite feststellen. Während bei Aufnahme mittels RubisCO vor allem Triosephosphate und
deren Folgeprodukte markiert werden, schlägt sich die Aufnahme mittels PEPC in einer Markierung
von C4-Säuren nieder (Chastain und Chollet, 1988; Rumpho et al., 1984). Der Anteil an markierten
C4-Säuren in den transgenen Pflanzen gibt demnach indirekt die in vivo-Aktivität der exprimierten
PEPC wieder. Als Maß für die PEPC-Aktivität in planta diente bei den Begasungsexperimenten die
Einbaurate von 14C in Malat, da sich Malat auch bei eindimensionaler chromatografischer
Auftrennung gut von den übrigen Metaboliten trennen und quantifizieren ließ. Die Analysen der
14CO2-Aufnahme wurden auf Linien aus den S. tuberosum-Populationen mit relativ hohen in vitro-
PEPC-Aktivitäten und auf zwei Linien mit besonders ausgeprägter Cosuppression beschränkt. Die
Tabakpflanzen wurden nicht weiter untersucht, da diese hauptsächlich für den Fall transformiert
worden waren, dass die Expression der stppc-Varianten in der eigentlichen Zielpflanze, Solanum
tuberosum, nicht ausreichend funktioniert hätte. Bei Expression mittels rbcS-Kassette konnte
unabhängig von der verwendeten PEPC-Isoform keine Erhöhung der Markierungsrate von Malat
gemessen werden (Abb. 41). Die Steigerungen der PEPC-Aktivität in vitro um 30 % – 90% in den
rbcS-Linien waren offenbar zu gering oder konnten von den Pflanzen kompensiert werden. Durch
die stärkere konstitutive Expression mittels 35SS-Kassette konnten jedoch PEPC-Aktivitäten
erreicht werden, die in planta zu einem erhöhten Einbau von 14CO2 in Malat führten. In Linien mit
den C4-Varianten, FtPEPC und FtPEPC(S11D), konnten trotz einer um Faktor 2,8 erhöhten in
vitro-PEPC-Aktivität nur leicht erhöhte 14C-Einbauraten in Malat festgestellt werden. Im Gegensatz
dazu zeigten Linien mit Varianten des C3-Enzyms, deren in vitro-Aktivitäten auch nur ungefähr um
Faktor 2,6 erhöht waren, wesentlich höhere Markierungsraten von Malat. Die geringere
Malatmarkierung bei vergleichbarer in vitro-Aktivität deutete darauf hin, dass die C4PEPCs in
planta weniger aktiv war als die C3PEPCs. In diesem Zusammenhang sei daran erinnert, dass
bereits bei der vorangegangenen Expression in Bakterien die unterschiedlichen Effekte auf das
Wachstum darauf hindeuteten, dass die FtPEPC-Varianten in vivo weniger aktiv waren. Auch
zwischen den beiden C3-Varianten bestanden Unterschiede in den in vivo-Aktivitäten. Zwar waren
die Unterschiede zwischen SPsST- und SPsStSD-Linien in den Markierungsraten von Malat
statistisch nicht signifikant, bei einem direkten Vergleich von Linien mit fast gleichen PEPC-
Gehalten fiel jedoch auf, dass die Linien mit der mutierten Form, StPEPC(S9D)-C4, jeweils einen
höheren Anteil von 14C in Malat fixierte. Auffällig war auch, dass in den SPsStSD-Linien mit
zunehmender PEPC-Expression auch die Markierung von Malat zunahm (von 28 % auf 34 %),
während bei den SPsSt-Linien mit 4,9-fach erhöhter PEPC-Aktivität die Malatmarkierung mit 27 %
fast genauso hoch war wie bei 2,7-fach erhöhter PEPC-Aktivität mit 26 % (Abb. 43). Dies könnte
140
bedeuten, dass die unmutierte Form in planta auf eine tolerierbare Maximalaktivität beschränkt war,
wohingegen die mutierte Form nicht limitiert wurde. In den Linien mit reduzierter endogener PEPC
war die Markierungsrate von Malat erniedrigt, wobei auch hier eine Korrelation zwischen PEPC-
Expression und 14CO2-Einbau in Malat vorlag.
Ob der Befund, dass bei beiden Solanaceenarten mit stppc-Genen der Anteil an Linien mit hoher
PEPC-Aktivität in den Populationen und auch die maximale Aktivität höher waren als mit ftppc-
Genen (Abb. 37), darauf zurückzuführen ist, dass das homologe C3-Gen generell besser
exprimierbar ist als das C4-Gen, kann ohne detailliertere Analysen von mRNA-Level und PEPC-
Mengen nicht beantwortet werden. Da die Konstrukte bis auf die kodierenden Sequenzen identisch
waren, kann zumindest ausgeschlossen werden, dass die regulatorischen Bereiche für die
Differenzen verantwortlich sein könnten. Eventuelle Unterschiede zwischen den beiden Isoformen
könnten auf verschiedenen Ebenen vorliegen. Aus einer besseren Transkribierbarkeit oder einer
erhöhten mRNA-Stabilität könnten höhere mRNA-Level des C3ppc-Gens resultieren, die zu einer
Erhöhung der Proteinsynthese genutzt werden könnten. Jedoch könnten selbst bei identischen
mRNA-Mengen die PEPC-Gehalte unterschiedlich sein, da die Proteinmenge auch von der
Translatierbarkeit der mRNA und Stabilität des Proteins abhängt (Fütterer und Hohn, 1996; Joshi et
al., 1997). Denkbar wäre auch, dass die Ausbildung aktiver PEPC-Tetramere gestört war. Da in den
transgenen C3-Pflanzen neben den FtPEPC-Untereinheiten auch endogene PEPC-Untereinheiten
vorlagen, könnten Heterotetramere entstanden sein, die aufgrund von Inkompatibilitäten der
Untereinheiten weniger aktiv oder stabil waren als reine FtPEPC-Homotetramere. Bei der
Expression der weitgehend homologen rekombinanten StPEPC-Varianten wäre dieser Effekt nicht
zu erwarten. Da jedoch selbst bei fast gleichen in vitro-Aktivitäten die in planta-Aktivitäten der
FtPEPCs deutlich geringer waren als die der StPEPCs, ist es sehr wahrscheinlich, dass die
regulatorischen und katalytischen Eigenschaften der FtPEPC-Varianten für die geringe Aktivität in
C3-Pflanzen verantwortlich waren. Für die Aktivität einer rekombinanten PEPC in C3-Pflanzen und
E. coli, in denen nur geringe PEP-Gehalte zur Verfügung stehen, schien offenbar ein besonders
niedriger Km(PEP)-Wert, wie er bei den C3-Formen existiert, wichtig zu sein. Die geringe
Malatsensitivität der FtPEPCs schien hingegen nur von untergeordneter Bedeutung zu sein.
Sowohl mit den stppc-Varianten als auch mit den ftppc-Varianten trat Cosuppression auf.
Unabhängig von dem eingebrachten ppc-Gen zeigte jeweils ein Teil der regenerierten Linien in den
Pflanzenpopulationen eine deutlich verminderte endogene PEPC-Aktivität. Eine Reduktion bis auf
ca. 25 % der Wildtyp-Aktivität fand sich sowohl in Tabak als auch in Kartoffel (Tab. 5), wobei
insgesamt bei Tabak ein größerer Anteil der Linien reduzierte PEPC-Aktivitäten aufwies (Abb. 37).
Mit den stppc-Varianten war in beiden Spezies der Anteil von Linien mit verminderter Aktivität
insgesamt höher als mit den ftppc-Varianten. Dies könnte darauf beruhen, dass das stppc-Gen zu
den bekannten endogenen ppc-Genen von S. tuberosum und N. tabacum mit fast 100 % bzw. 87 %
einen höheren Homologiegrad besitzt als das ftppc-Gen (78 % bzw. 77%). Dass der Homologiegrad
eines Transgens zu dem endogenen Gen eine Bedeutung für die Stärke des „silencing“ haben kann,
konnte bei der Hemmung der GBSSI (granule-bound starch synthase I) in Kartoffel  beobachtet
werden (Wolters und Visser, 2000). Von mehreren Antisense-Konstrukten mit Sequenzen von
GBSSI-Genen unterschiedlicher Herkunft war das am wirkungsvollsten, dessen Homologie zu dem
endogenen GBSSI-Gen am höchsten war. Mit dem kartoffeleigenen Gen war sowohl der Anteil der
Linien mit reduzierter GBSSI-Aktivität als auch das Ausmaß der Reduktion wesentlich höher. Die
Reduktion der endogenen PEPC-Aktivität durch Cosuppression bei Sense-Expression des
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endogenen stppc-Gens auf ca. 30 % der Wildtyp-Aktivität in einigen Kartoffelpflanzen war deutlich
stärker als bei früheren Versuchen, in denen durch Antisense-Expression des stppc-Gens die PEPC-
Aktivität nur auf 70% vermindert wurde (Abb. 42)(Gehlen et al., 1996; Panstruga, 1996). Auf
Proteinebene lagen die Reduktionsraten jedoch in der gleichen Größenordnung. Während in den
cosupprimierten Pflanzen die Menge an PEPC auf 30 % ähnlich stark reduziert war wie die
Aktivität (Abb. 39), war der PEPC-Gehalt mit 25 - 50 % des Wildtyps in den Antisense-Pflanzen
geringer als die Aktivitätsreduzierung vermuten ließ. Als Erklärung für die Diskrepanz zwischen in
vitro-Aktivität und Proteinmenge in den Antisense-Pflanzen wurde von Panstruga (1996) ein
höherer Aktivierungsgrad der verbliebenen PEPC vermutet. Die hier durchgeführten Analysen der
cosupprimierten Kartoffellinien lieferten einige Hinweise darauf, dass zur Kompensation von
reduzierten PEPC-Gehalten tatsächlich ein höherer Aktivierungsgrad in planta vorliegen könnte. So
waren sowohl die Markierung von Malat bei Kurzzeitbegasung mit 14CO2 (Abb. 43) als auch die
Gesamtgehalte an Malat (Abb. 49) deutlich geringer vermindert als aufgrund der in vitro-Aktivität
und Proteinmenge zu erwarten gewesen wäre. Bei beiden Parametern erreichten die PEPC-
reduzierten Linien ca. 80 % des Wildtyps. Es ist gut möglich, dass die Aktivierung der verbliebenen
PEPC durch Phosphorylierung erfolgte. So konnte bei der C4PEPC von Mais nachgewiesen werden,
dass bei einer Verminderung der PEPC-Menge infolge von Stickstoffmangel, als Kompensation ein
höherer Phosphorylierungsgrad vorlag (Ueno et al., 2000). Dass sich im Gegensatz zu Panstruga
(1996) Unterschiede im Aktivierungsgrad der PEPC nicht in der in vitro-Aktivität niederschlugen,
könnte daran liegen, dass in der vorliegenden Arbeit ein stärker stabilisierender Messpuffer
verwendet worden war, in dem auch weniger aktivierte Enzyme voll aktiv waren.
Hohe PEPC-Aktivitäten in vivo bewirkten eine Umverteilung des assimilierten Kohlenstoffes
von den Kohlenhydraten zu organischen Säuren.
Von allen regenerierten Kartoffelpflanzen zeigten nur die SPsStSD-Linien, die die im
Phosphorylierungsmotiv mutierte StPEPC(S9D)-C4 relativ hoch konstitutiv exprimierten, einen
veränderten Phänotyp. Der Habitus war insgesamt gestaucht, sowohl die Blattfläche als auch die
Internodienlänge waren deutlich reduziert (Abb. 45, Abb. 46). Auch der Knollenertrag war massiv
reduziert (Abb. 47). Da alle übrigen Linien, auch die mit reduzierter PEPC-Aktivität, einen
weitgehend normalen Wuchs zeigten, und die Wachstumsdepressionen zudem deutlich mit der
Expressionshöhe der StPEPC(S9D)-C4 korrelierte, war es unwahrscheinlich, dass dieser Effekt auf
somaklonaler Variation oder Integration der T-DNA in wachstumsregulierenden Genen beruhen
könnte. Da auch die Linien mit StPEPC-C4, trotz vergleichbar hohen PEPC-Expressionsraten und
ähnlich hohen Fixierungsraten von 14CO2 in Malat bei Kurzzeitbegasung, im Wachstum weitgehend
dem Wildtyp entsprachen, war anzunehmen, dass die Mutation des Phosphorylierungsmotivs bei
der StPEPC(S9D)-C4 für die phänotypischen Veränderungen verantwortlich sein musste. Offenbar
hatte die Expression der mutierten StPEPC in planta massive Auswirkungen auf den Stoffwechsel.
Vor allem die Veränderungen bei verschiedenen Metaboliten in den Blättern der SPsStSD-Linien
mit hoher PEPC-Expression sprachen dafür, dass mit der StPEPC(S9D)-C4 eine physiologisch
besonders aktive PEPC-Variante exprimiert wurde. Da bei einem erhöhten Fluss durch einen
Stoffwechselweg die Poolgrößen intermediärer Verbindungen nicht unbedingt verändert sein
müssen, wurden zur groben Analyse der PEPC-überexprimierenden Kartoffelpflanzen zunächst die
Metabolite untersucht, von denen angenommen werden konnte, dass sie mehr oder weniger stabile
Endprodukte im Stoffwechsel darstellten. Auf der Substratseite der PEPC-Reaktion wurden
verschiedene Kohlenhydrate und auf der Produktseite Malat und Aminosäuren bestimmt. Während
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sich die hoch exprimierenden SPsSt-Linien in den gemessenen Metaboliten kaum vom Wildtyp
unterschieden, zeigten die SPsStSD-Linien signifikante Veränderungen. Bei fast allen gemessenen
Parametern korrelierte zudem das Ausmaß der Veränderung mit der Höhe der PEPC-Expression. In
den SPsStSD-Linien waren Hexosen und Stärke reduziert, die Gehalte an Malat und Aminosäuren
hingegen erhöht. Die Summe an Kohlenstoff in den gemessenen Metaboliten war bei der
cosupprimierten Linie, dem Wildtyp und den StPEPC(S9D)-C4 hoch exprimierenden Linien
ungefähr gleich hoch, jedoch zeigten sich in Abhängigkeit von der PEPC-Expression massive
Unterschiede in der Verteilung (Abb. 63).
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Abb. 63: Verteilung des Kohlenstoffes auf verschiedene Metabolite in den SPsStSD-Linien
Die Kohlenstoffgehalte wurden anhand der in Abb. 49 und Abb. 50 dargestellten Werte ermittelt.
Obwohl sowohl der Kohlenstoffexport als auch weitere wichtige Kohlenstoffverbindungen, wie
Cellulosen und Lipide, bei der Berechnung der Kohlenstoffgehalte nicht berücksichtigt werden
konnten, zeigt die Darstellung in Abb. 63 doch anschaulich, dass durch die StPEPC(S9D)-C4
offensichtlich eine Umverteilung des Kohlenstoffs zu Malat und freien Aminosäuren bewirkt
wurde. In Abb. 64 sind die beobachteten Veränderungen durch Erhöhung der PEPC-Aktivität
schematisch in den Stoffwechsel einer Blattzelle eingeordnet. Die Aufklärung der Kohlenstoffflüsse
war in der Vergangenheit Gegenstand zahlreicher Untersuchungen. Insbesondere die Analysen von
transgenen Pflanzen haben, speziell auch für Solanum tuberosum, dazu wichtige Informationen
geliefert (Frommer und Sonnewald, 1995). Der Kohlenstoffmetabolismus beginnt bei Belichtung
mit der Fixierung von CO2 durch die RubisCO. Die im Calvin-Cyclus gebildeten Triosephosphate
(Dihydroxyacetonphosphat, DHAP) können entweder im Chloroplasten zur Stärke- oder
Lipidsynthese genutzt werden oder im Austausch gegen anorganisches Phosphat (Pi) über den
Triosephosphat-Translokator (TPT) in das Cytosol exportiert werden (Flügge, 1999). Die
Exportrate wird hierbei von der Pi-Regeneration im Cytosol bestimmt (Geiger und Servaites, 1994).
Im Cytosol kann DHAP in unterschiedliche Stoffwechselwege einfließen. Das meiste DHAP wird
zur Synthese von Saccharose verwendet, wobei Pi wieder regeneriert wird, so dass ein weiterer
Nachschub von Triosephosphat gewährleistet werden kann. Das Gros der gebildeten Saccharose
(bis zu 80 %) wird sofort zur Versorgung der sink-Organe (z.B. Knollen, Wurzeln,
Vegetationspunkte und Internodien) exportiert (Leidreiter et al., 1995). Ein Teil des DHAP wird
über die Glycolyse in den Citrat-Cyclus geleitet, um Kohlenstoffgerüste für die
Aminosäuresynthese bereitzustellen. Zudem findet zur Gewinnung von Redoxäquivalenten und
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ATP auch im Licht eine vollständige Oxidation der Assimilate zu CO2 im Citrat-Cyclus statt
(Krömer, 1995). Die Verteilung der Assimilate auf die verschiedenen anabolischen und
katabolischen Stoffwechselwege ist hochgradig am jeweiligen Bedarf ausgerichtet, und daher
komplex reguliert. Wenn etwa im Tagesverlauf die Saccharosesynthese durch die Saccharose-
Phosphat-Synthase (SPS) eine Sättigung erreicht, wird weniger Pi regeneriert, so dass DHAP
vermehrt im Chloroplasten verbleibt. Da die ADP-Glucose-Pyrophosphorylase (AGPase) durch 3-
PGA aktiviert und durch Pi gehemmt wird, fördert das nun erhöhte Verhältnis von 3-PGA zu Pi im
Chloroplasten den Aufbau von transistorischer Stärke. Im Vergleich zu anderen Spezies, speichern
Kartoffelpflanzen in ihren Blättern tagsüber relativ viel der Assimilate als Stärke (Leidreiter et al.,
1995). Während der Dunkelphase wird die Stärke dann in Form von Glucose ins Cytosol exportiert
(Schleucher et al., 1998; Veramendi et al., 1999) und dort für den Export zu Saccharose umgesetzt
oder über Glycolyse und Citrat-Cyclus veratmet bzw. zur Aminosäuresynthese genutzt. Auch
hinsichtlich der nächtlichen Exportrate von Saccharose nehmen Kartoffel  eine Sonderstellung ein.
Während bei vielen anderen C3-Pflanzen die Exportrate nachts 30 – 40 % der Rate des Tages
beträgt, liegt sie bei Kartoffel bei ca. 75 % (Leidreiter et al., 1995). Zu einer deutlichen
Umverteilung der Assimilate innerhalb der Zelle kommt es bei Pflanzen besonders im Zuge der
Stickstoffassimilation (Champigny, 1995). Um genügend Kohlenstoffgerüste in Form von
organischen Säuren für die Fixierung des Stickstoffs in Aminosäuren bereitstellen zu können,
werden verstärkt Hexose- und Triosephosphate in den glycolytischen Weg umgeleitet. Die
Versorgung mit Kohlenstoffgerüsten wird hierbei nicht durch eine erhöhte Photosyntheserate
erreicht, sondern erfolgt hauptsächlich zu Lasten der Stärkesynthese (Stitt, 1999). Bei Düngung von
Tabakpflanzen mit Nitrat waren die erhöhten Gehalte an organischen Säuren, überwiegend Malat
und Citrat, mit einer massiven Reduzierung der Stärke verbunden, wohingegen Saccharose und
Hexosen eher erhöht waren (Scheible et al., 1997). Wie schon in früheren Untersuchungen gezeigt
werden konnte, spielte eine Erhöhung der PEPC-Aktivität bei der Umleitung der Assimilate zur
Aminosäuresynthese eine wichtige Rolle (Duff und Chollet, 1995; Li et al., 1996; Manh et al.,
1993). So war auch bei der Nitratdüngung die endogene PEPC-Aktivität ungefähr um Faktor 10
erhöht, was sowohl auf eine stärkere Expression als auch auf einen höheren Aktivierungsgrad der
PEPC zurückzuführen war (Scheible et al., 1997). Es war daher nicht überraschend, dass die
Verschiebungen in den Metabolitgehalten durch relativ hohe Expression der StPEPC(S9D)-C4, die
ja aufgrund der SD-Mutation per se einen höheren Aktivierungsgrad besitzen sollte, auffällige
Parallelen zu den durch Nitrat induzierten Veränderungen aufwiesen.
Während nach Nitratdüngung jedoch nur für einen begrenzten Zeitraum Assimilate über die
Glycolyse zur Synthese von organischen Säuren und Aminosäuren umgeleitet werden, scheint dies
bei Überexpression der nicht regulierbaren StPEPC(S9D)-C4 dauerhaft zu erfolgen, woraus sich
offensichtlich schwerwiegende Konsequenzen für das Pflanzenwachstum ergeben. Um genauere
Einblicke in die durch eine physiologisch besonders aktive PEPC hervorgerufenen Veränderungen
zu erhalten, wurden zusätzlich zu den in der vorliegenden Arbeit bestimmten Metaboliten noch
weitere Analysen der SPsStSD-Linien 72 und 21 durchgeführt (Häusler, Institut für Botanik der
Universität zu Köln). Die weitergehenden, extern durchgeführten Analysen sind im Detail in einer
anstehenden Publikation dargestellt (Rademacher et al., 2002).
Die einfachste Erklärung für das reduzierte Wachstum und die geringen Gehalte an Hexosen und
Stärke wäre eine Verminderung der Photosynthese und damit der CO2-Assimilation. Erste
Anhaltspunkte dafür, dass die CO2-Fixierungsraten in den transgenen Linien jedoch nicht
beeinträchtigt sind, lieferten die mit dem Wildtyp vergleichbare Aufnahme von 14CO2 bei den
144
Pulsexperimienten. Auch bei später durchgeführten Photosynthesemessungen unter sättigender PFD
(500 µmol m-2 s-1) ergaben sich keine Unterschiede zwischen dem Wildtyp und den hoch
exprimierenden Linien SPsStSD 72 und 21 (Häusler, persönliche Mitteilung; Rademacher et al.,
2002).
Den Veränderungen in den Metabolitgehalten im Licht könnte demnach folgendes Szenario
zugrunde liegen (Abb. 64). Durch die StPEPC(S9D)-C4 wird, offenbar aufgrund ihres geringen Km-
Wertes für PEP, massiv PEP zu Oxalacetat (OAA) und anorganischem Phosphat (Pi) umgesetzt,
worauf auch die verringerten PEP-Gehalte hindeuteten (Häusler, persönliche Mitteilung;
Rademacher et al., 2002). Um den Verbrauch von PEP auszugleichen, muss verstärkt DHAP in die
Glycolyse einfließen. Ein Indiz dafür, dass der glycolytische Fluss in den transgenen Linien erhöht
war, waren die mehr als verdoppelten Gehalte an 2-PGA in den SPsStSD-Linien mit hohen PEPC-
Aktivitäten (Häusler, persönliche Mitteilung). Der Eintritt von DHAP in die Glycolyse könnte
zusätzlich noch durch eine Aktivierung der cytosolischen NAD-GAPDH gefördert werden, da deren
Aktivität von dem Angebot an Pi abhängig ist (Plaxton, 1996). Die Erhöhung des cytosolischen Pi-
Pools durch die PEPC würde auch die erforderliche Nachlieferung von DAHP aus dem
Chloroplasten gewährleisten. Dafür, dass in den PEPC-Überexprimierern tatsächlich ein erhöhter
DHAP-Export stattfand, sprachen Veränderungen in mehreren Metaboliten (Häusler, persönliche
Mitteilung; Rademacher et al., 2002). Da im Licht normalerweise 70 – 80 % des gesamten 3-PGAs
im Chloroplasten vorliegt (Gerhardt et al., 1987), stellt der deutlich reduzierte Gehalt an 3-PGA, der
in den PEPC-Überexprimierern gemessen werden konnte, ein deutliches Indiz für einen erhöhten
Export dar. Bei einem reduzierten Export hingegen, wie bei Antisense-Hemmung des TPT, war 3-
PGA insgesamt, jedoch vor allem im Chloroplasten, stark erhöht (Heineke et al., 1994; Riesmeier et
al., 1993). Zudem war in den Anti-TPT-Kartoffelpflanzen der RuBP-Gehalt deutlich erhöht, in den
SPsStSD-Linien 72 und 21 hingegen reduziert, was vermutlich darauf zurückzuführen ist, dass
infolge des hohen Exportes im Calvin-Cyclus weniger DHAP zur Regeneration von RuBP zur
Verfügung stand. Eine Verminderung der Photosyntheserate aufgrund eines Mangels an RuBP war
jedoch nicht zu beobachten (Rademacher et al., 2002). Auch die verminderten Stärkegehalte wiesen
auf einen verstärkten Assimilat-Export hin, da ein erniedrigtes Verhältnis von 3-PGA zu Pi im
Chloroplasten zu einer allosterischen Hemmung des stärkesynthetisierenden Enzyms, der AGPase,
führt (Frommer und Sonnewald, 1995). Die geringen Gehalte an Hexosen könnten darauf beruhen,
dass diese ebenfalls verstärkt der Glycolyse zugeführt werden, da das hierfür verantwortliche
Enzym, die Phosphofructokinase (PFK), bei verminderten PEP- und erhöhten Pi-Gehalten aktiviert
wird.
Dass der Saccharosegehalt nicht reduziert war, könnte vor allen Dingen daran liegen, dass
insgesamt weniger Saccharose aus den Blättern exportiert wurde. Hierfür spricht das verminderte
Wachstum von Internodien und Knollen, die besonders stark auf die externe Versorgung mit
Saccharose angewiesen sind. Auch die weitgehend unveränderten Saccharosegehalt in den Blättern
von anderen transgenen Kartoffelpflanzen, bei denen an unterschiedlichen Punkten die
Nachlieferung von Assimilaten zur Saccharosesynthese beeinträchtigt war, lassen vermuten, dass
der cytosolische Saccharoselevel im Blatt zu Lasten des Saccharose-Exportes möglichst konstant
gehalten wird. Sowohl in den bereits erwähnten Anti-TPT-Linien als auch in Kartoffel-Linien, in
denen die cytosolische Fructose-1,6-Bisphosphatase (FBPase) durch Antisense reduziert war
(Zrenner et al., 1996), war im Licht der Saccharosegehalt genauso hoch wie im Wildtyp.
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Abb. 64: Auswirkungen der PEPC-Aktivität auf den Metabolismus in den SPsStSD-Linien.
Die bei Belichtung beobachteten Änderungen in den Metabolitgehalten bzw. Enzymaktivitäten sind
mit Pfeilen angezeigt. Weiße Pfeile markieren die später zusätzlich gemessenen Veränderungen
(Häusler, persönliche Mitteilung)
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Dass bei diesen Anti-TPT-Linien keine Wachstumsveränderungen auftraten, lag daran, dass die
Assimilate statt zur Saccharosesynthese vermehrt zur Stärkesynthese genutzt wurde, und die Stärke
nachts in Form von Glucose ins Cytosol exportiert wurde, wo sie zu Saccharose umgesetzt und so
für die Versorgung der sink-Organe diente. Bei den Anti-TPT-Linien konnte eindrucksvoll gezeigt
werden, dass nachts, wenn vermehrt Saccharose exportiert wird, das Internodienwachstum
besonders ausgeprägt war (Kehr et al., 1998). Dadurch, dass Glucose aus dem Chloroplasten
exportiert wurde, konnten die gehemmten Wege über TPT bzw. FBPase umgangen werden. Eine
umgekehrte Strategie war im Stoffwechsel anzutreffen, wenn die AGPase in Kartoffelpflanzen
durch Antisense gehemmt worden war (Leidreiter et al., 1995). Hier flossen die Assimilate tagsüber
nicht in die Stärkesynthese, sondern wurden in Hexosen und Saccharose umgeleitet. Diese wurden
jedoch nicht direkt zu den sink-Organen transportiert, sondern teilweise für den nächtlichen Export
in den Epidermiszellen zwischengespeichert (Kehr et al., 1998). Die Ergebnisse mit den Antisense-
Konstrukten zeigten mit welcher bemerkenswerten Flexibilität die Blätter ihre Aufgabe, der
Versorgung von wachsenden Geweben mit Assimilaten, erfüllen können. Selbst bei den teilweise
tiefgreifenden Veränderungen in der Verteilung der Assimilate auf Saccharose bzw. Stärke zeigten
die aufgeführten Antisense-Pflanzen hinsichtlich Photosyntheserate, Wachstum oder Knollenertrag
keine wesentlichen Unterschiede zum Wildtyp (Heineke et al., 1994; Leidreiter et al., 1995;
Zrenner et al., 1996).
Um die Funktion der Blätter als Kohlenhydratlieferant gewährleisten zu können, scheint es offenbar
von entscheidender Bedeutung zu sein, dass die aus den Chloroplasten exportierten Assimilate nicht
über den glycolytischen Weg verloren gehen, was voraussetzt, dass die Glycolyse hoch reguliert
werden muss. So traten selbst bei einem Überschuss an Assimilaten im Cytosol, wie bei den Anti-
FBPase- und Anti-AGPase-Pflanzen, kaum Veränderungen in den Malat- oder Aminosäuregehalten
auf, die auf einen erhöhten glycolytischen Fluss hindeuten würden. Lediglich für Anti-SPS-
Pflanzen wurde eine erhöhte Aminosäuresynthese beschrieben (Frommer und Sonnewald, 1995).
Auch die deutlich erniedrigten Malatgehalte bei relativ konstanten Saccharosegehalten in den Anti-
TPT-Pflanzen lassen vermuten, dass die Erhaltung der Kohlenhydrate Vorrang hat. In diesem
Zusammenhang ist es durchaus sinnvoll, dass die Glycolyse in Pflanzen anders reguliert ist als in
heterotrophen Organismen. In den Blättern bestimmt weniger das Angebot an Assimilaten, sondern
vielmehr die Nachfrage den Fluss über die Glycolyse. Die Kontrolle erfolgt stärker auf der Ebene
von PEP als auf der Ebene von Fructose-1,6P2, der Ausgangssubstanz für die Glycolyse. Die
Schlüsselenzyme bei dieser „bottom up“-regulierten Glycolyse in Pflanzen sind somit die
cytosolische PK und die PEPC (Plaxton, 1996). Vor diesem Hintergrund ist es nicht überraschend,
dass die Expression einer besonders aktiven, weniger regulierbaren PEPC drastische Auswirkungen
auf die Kohlenstoffflüsse im Blatt haben kann. Gegen den verstärkten Fluss von Assimilaten in die
Glycolyse, wie offensichtlich bei den SPsStSD-Linien mit hoher PEPC-Aktivität der Fall, scheint es
keinen ausreichenden Kompensationsmechanismus zu geben.
Ein großer Teil des von der PEPC aus PEP gebildeten OAA wird offenbar direkt durch die
Malatdehydrogenase (MDH) zu Malat reduziert oder zu Aspartat transaminiert (Gleixner et al.,
1998), woraus sich die hohen Malat- bzw. Aspartatgehalte ergeben. In diesem Zusammenhang
bemerkenswert sind die relativ hohen Threoninwerte in den PEPC-Überexprimierern. Dies deutet
darauf hin, dass in Solanum tuberosum offenbar die Synthese von einigen essentiellen Aminosäuren
(Threonin, Lysin, Methionin und Isoleucin), die über den Aspartatkinase-Weg erfolgt, durch ein
erhöhtes Angebot an Aspartat gefördert werden kann. Malat und OAA auch können im
Mitochondrium in den Citrat-Cyclus einfließen, wodurch dann vermehrt Kohlenstoffgerüste für die
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Synthese von Glutamat und Glutamin zur Verfügung stehen. Da der Export von Aminosäuren zu
wachsenden Geweben teilweise gemeinsam mit Saccharose erfolgt (Scheible et al., 1997), kann es
möglich sein, dass bei einem verminderten Saccharose-Export die Menge an Aminosäuren im Blatt
zunimmt. Auf längere Sicht wäre jedoch eine „Feedback“-Hemmung der Aminosäuresynthese zu
erwarten. Die massive Zunahme der Aminosäuren Glutamat bzw. Glutamin konnte letztlich nur
erfolgen, wenn ausreichend Citrat bzw. α-KG im Citrat-Cyclus gebildet wurde. Die Voraussetzung
hierfür ist jedoch, dass pro OAA auch ein Acetyl-CoA in den Citrat-Cyclus einfliesst. Da beide
Verbindungen von dem zentralen PEP abstammen, existiert in Pflanzen normalerweise ein hoch
reguliertes Verhältnis von OAA und Pyruvat, dem Vorläufer von Acetyl-CoA (Moraes und Plaxton,
2000). Offenbar dient die Menge an Aspartat als Messgröße für den Fluss von PEP über die PEPC.
Wenn die Zelle genügend Asp und damit OAA besitzt, wird die PEPC durch Asp gehemmt, die
cytosolische Pyruvatkinase (PK) hingegen aktiviert, so dass nun vermehrt PEP zu Pyruvat
umgesetzt werden kann (Smith et al., 2000). Bei Expression der weniger Malat- und Aspartat-
sensitiven StPEPC(S9D)-C4 wäre die erforderliche Balance des Flusses von PEP über PEPC und
PK gestört. Da die PEPC nicht reguliert werden kann, müsste zur Bewahrung des Gleichgewichtes
die Pyruvatsynthese erhöht werden. Die mit der erhöhten PEPC-Aktivität in den SPsStSD-Linien
verbundene Erhöhung der NADP-Malatenzym-Aktivität (4.2.3.9) könnte ein Indiz dafür sein, dass
der Reaktionsweg über PEPC, MDH und NADP-ME dazu genutzt wurde, verstärkt Pyruvat
bereitzustellen (Plaxton, 1996), wobei das von der PEPC fixierte CO2 direkt wieder freigesetzt
würde. Diese „bypass“-Reaktion wird in Pflanzen offenbar dann gezielt eingesetzt, wenn es infolge
einer mangelhaften Versorgung mit Phosphaten zu einer Phosphatlimitierung in den Zellen kommt
(Johnson et al., 1996; Moraes und Plaxton, 2000). Anders als bei der Pyruvatkinase, bei der das
Phosphat des PEP zur Phosphorylierung von ADP genutzt wird, dient der Weg über die PEPC dazu,
freies Pi bereitzustellen. So konnte in zahlreichen Untersuchungen ein direkter Zusammenhang
zwischen Pi-Mangel und erhöhten PEPC-Aktivitäten in Blättern nachgewiesen werden (Moraes und
Plaxton, 2000; Smith et al., 2000). Auch die PEPC-Aktivität in Wurzeln dient zur Abwendung von
Phosphatmangel. Dem erhöhten Bedarf an organischen Säuren zur Mobilisierung von im Boden
gebundenen Phosphaten, wird durch eine Erhöhung der PEPC-Aktivität Rechnung getragen
(Johnson et al., 1996). Da das NADP-ME auch bei der Regulation des cytosolischen pH-Wertes
eine Rolle spielt (Davies, 1986), könnte die erhöhte Aktivität zudem dazu dienen, der Erniedrigung
des pH-Wertes durch die PEPC entgegenzuwirken.
Dass trotz des verstärkten Verbrauches von PEP durch die StPEPC(S9D)-C4 der Gehalt an Pyruvat
nicht vermindert war, konnte auch experimentell bestätigt werden (Häusler, persönliche Mitteilung;
Rademacher et al., 2002). Da Alanin durch Transaminierung direkt von Pyruvat abstammt, spricht
die deutlich Zunahme von Alanin um das 2,5-fache eher dafür, dass das Angebot an Pyruvat
phasenweise sogar erhöht war. Möglicherweise wurde der erhöhte Bedarf an Acetyl-CoA für den
Citrat-Cyclus durch die Aktivierung anderer Pyruvat-liefernder Enzyme gedeckt. Dass es in
Pflanzen neben der PK noch weitere effektive Wege gibt, Pyruvat bereitzustellen, zeigten
Untersuchungen an transgenen Tabakpflanzen, in denen die cytosolische PK durch Cosuppression
massiv vermindert war (Knowles et al., 1998; Plaxton, 1996). In diesen Pflanzen war die Glycolyse
nicht reduziert, sondern, wie die erhöhte Respiration belegte, eher erhöht. Offenbar konnten die
alternativen Wege, einmal induziert, nicht so gut reguliert werden wie die PK. Neben der
„bypass“Reaktion über NADP- bzw. NAD-Malatenzym, scheint auch die PEP-Phosphatase
(PEPase), die ebenfalls bei der Pi-Regeneration eine Rolle spielt, zur Pyruvat-Versorgung
beizutragen. Dafür dass Pyruvat über unterschiedliche Wege bereitgestellt werden kann, sprachen
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auch Befunde an Kartoffelpflanzen, die eine PEPC aus Corynebacterium glutamicum
überexprimierten (Häusler et al., 1999). Diese Pflanzen zeigten eine erhöhte Respiration in
Verbindung mit erhöhten Aktivitäten von PK, PEPase und cytosolischen NADP-ME (Häusler et al.,
2001). Die deutlich stärkere Respiration bei der Linie SPsStSD 21 war ein weiterer Hinweis dafür,
dass insgesamt der Fluss von Photoassimilaten über die Glycolyse und Citrat-Cyclus erhöht war
(Häusler, persönliche Mitteilung; Rademacher et al., 2002). Vor dem Hintergrund der deutlich
erhöhten Respiration war es auch nicht überraschend, dass der CO2-Kompensationspunkt in den
transgenen Linien nicht verändert war (4.2.3.10).
Die Vermutung, dass eine Erhöhung der PEPC-Aktivität zu einer Phosphatlimitierung der
Photosynthese führen könnte (Agarie et al., 2002; Fukayama et al., 2000), kann auf Grundlage der
in der vorliegenden Arbeit beobachteten Effekte nicht unterstützt werden. Generell führt eine Pi-
Limitierung zu Verminderung der Photosyntheserate, Erhöhung der Stärkesynthese und Zunahme
der Stomataöffnung (Riesmeier et al., 1993). Keiner dieser Effekte konnte bei den Linien mit
besonders aktiver PEPC beobachtet werden. Die „Bypass“-Reaktion über PEPC, MDH und NADP-
bzw. NAD-ME wird im Zellstoffwechsel offenbar gerade dann eingeschaltet, um bei Pi-Mangel
verstärkt Pi zu regenerieren (Plaxton, 1996). Da die untersuchten Pflanzen jedoch ausreichend mit
Phosphat versorgt wurden, müsste eine künstliche Erhöhung der PEPC-Aktivität theoretisch eher zu
einer Erhöhung an Pi führen. Neben den Indizien, die die Verschiebungen in den Metaboliten
lieferten, bestätigten besonders die Bestimmungen der Pi-Gehalte im Licht und im Dunkeln diese
Sichtweise. Während der Pi-Gehalt in SPsStSD 21 gegenüber dem Wildtyp im Licht fast
unverändert war, war er im Dunkel annähernd doppelt so hoch (Häusler, persönliche Mitteilung;
Rademacher et al., 2002).
Bei den transgenen Tabakpflanzen war trotz ähnlich erhöhter PEPC-Aktivität durch Überexpression
der StPEPC(S9D)-C4 keine Wuchshemmung zu beobachten (Abb. 36). Dass Tabak, obwohl eng
mit Kartoffel verwand, offensichtlich völlig anders auf Veränderungen im Kohlenstoffhaushalt
reagiert, äusserte sich auch in den im Vergleich zu Kartoffel geringen Effekte bei Hemmung des
TPT durch Antisense (Häusler et al., 1998; Heineke et al., 1994). Möglicherweise sind hierfür
Unterschiede bei der Verwendung der Photosyntheseprodukte in beiden Spezies verantwortlich.
Anders als bei Tabak, wird von Kartoffelpflanzen ein großer Teil der Assimilate nicht in
Sprosswachstum und Blütenbildung investiert, sondern für die spätere vegetative Vermehrung in
Knollen gespeichert. Da Kartoffelpflanzen auch tagsüber in ihren Blättern relativ viel
transistotrische Stärke für den nächtlichen Export zu den sink-Organen zwischenspeichern
(Leidreiter et al., 1995), ist es gut möglich, dass sich gerade in Kartoffel die Verhinderung des
Stärkeaufbaus durch unphysiologisch hohe PEPC-Aktivitäten besonders negativ auswirken.
Erhöhte PEPC-Aktivitäten beeinflussten auch sekundäre Metabolite.
Die signifikant reduzierten Gehalte an UV-B-absorbierenden Substanzen in den Linien SPsStSD 72
und 21 waren ein deutliches Zeichen dafür, dass durch hohe PEPC-Aktivität in planta offenbar auch
der Sekundärstoffwechsel beeinflusst wurde (Abb. 51). Wie ein Vergleich der Absorptionsspektren
von Blattextrakten des Wildtyps und der transgenen Linien vermuten ließ (Daten nicht gezeigt),
waren in den PEPC-Überexprimierern offenbar besonders die Flavonoide vermindert (Kreuzaler,
persönliche Mitteilung). Das C15-Flavangrundgerüst wird mittels Chalconsynthase (vermutlich im
Cytosol) aus drei Molekülen Malonyl-CoA, die letztendlich von Pyruvat abstammen, und
Cumaroyl-CoA, das von Phenylalanin aus dem Shikimatweg abstammt, synthetisiert (Dixon und
Paiva, 1995; Mohr und Schopfer, 1992). Der Shikimatweg ist in den Plastiden lokalisiert und
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benötigt PEP und Erythrose-4P (Herrmann und Weaver, 1999). Im Chloroplasten fehlen jedoch die
glycolytischen Enzyme für den weiteren Umsatz von 3-PGA zu PEP, so dass die Plastiden auf den
Import von PEP mittels Phosphoenolpyruvat/Phosphat-Translokator (PPT) angewiesen sind
(Fischer et al., 1997; Flügge, 1999). Die Verminderung von UV-B-absorbierenden Substanzen in
den PEPC-Überexprimierern könnte daher darauf zurückzuführen sein, dass infolge des erhöhten
Verbrauchs durch die PEPC im Cytosol weniger PEP für den Import in die Chloroplasten zur
Verfügung steht. Möglicherweise beruht auch die reduzierte Apikaldominanz in den Linien mit
hoher StPEPC(S9D)-C4-Aktivität auf einer Beeinträchtigung des Shikimatwegs (Abb. 46). Eine für
die Apikaldominanz verantwortliche Verbindung ist Indolessigsäure (IAA), die ebenfalls aus dem
Shikimatweg abstammt (Mohr und Schopfer, 1992).
In Verbindung mit UV-B-absorbierenden Substanzen steht auch das cytosolische NADP-ME, das
NADPH und Pyruvat für die Biosynthese von Flavonoiden zur Verfügung stellt (Drincovich et al.,
1998; Pinto et al., 1999). Da die Expression des NADP-ME durch UV-B induziert wird (Drincovich
et al., 1998), könnte die deutlich erhöhte NADP-ME-Aktivität in den PEPC-überexprimierenden
Linien (Abb. 52) zum Teil auf dem Fehlen von UV-Schutzpigmenten beruhen. Offenbar wird die
Synthese von UV-B-absorbierenden Substanzen nicht durch Pyruvat oder NADPH, sondern eher
durch den Shikimatweg limitiert.
Die katalytischen Eigenschaften einer rekombinanten PEPC sind entscheidend für die
Aktivität in C3-Pflanzen.
Bisher durchgeführte gentechnologische Ansätze zur Erhöhung der PEPC-Aktivität in C3-Pflanzen
basierten auf der heterologen Expression von C4-spezifischen oder bakteriellen ppc-Genen. Im
Vergleich zu der in der vorliegenden Arbeit exprimierten mutierten PEPC vom C3-Typ waren die
Einflüsse der C4-spezifischen und bakteriellen PEPCs auf den Stoffwechsel in transgenen C3-
Pflanzen deutlich geringer.
Die C4PEPC aus Mais wurde sowohl lichtabhängig als auch konstitutiv in Tabak exprimiert
(Hudspeth et al., 1992; Kogami et al., 1994). In beiden Fällen konnte ungefähr eine Verdopplung
der in vitro-PEPC-Aktivität erreicht werden. Der Malatgehalt in den transgenen Tabakpflanzen war
bestenfalls doppelt so hoch wie im Wildtyp. Die Linien mit den höchsten PEPC-Aktivitäten zeigten
jeweils ein leicht gehemmtes Wachstum. Auswirkungen auf den CO2-Kompensationspunkt konnten
nicht beobachtet werden. In einer neueren Studie konnte die in vitro-PEPC-Aktivität in Reis durch
Transformation mit der vollständigen genomischen Transkriptionseinheit des C4ppc-Gens aus Mais
drastisch gesteigert werden (Ku et al., 1999). Trotz einer bis zu 110-fach erhöhten in vitro-PEPC-
Aktivität (dreimal höher als in Mais selbst) und einem Anteil der Mais-PEPC von 12 % am
gesamten löslichen Protein, waren die physiologischen Effekte nur minimal (Agarie et al., 2002).
Signifikante Änderungen bestanden nur bei Malat (ca. 3-fach erhöht) und Aspartat (ca. 30 %
erniedrigt). PEP, Pyruvat, Citrat, Stärke und Saccharose waren in den hochexprimierenden
Reispflanzen weitgehend unverändert. Markierungsexperimente mit 14CO2 ergaben zudem keine
Erhöhung der Markierung von organischen Säuren (Matsuoka et al., 2001). Allerdings war, ähnlich
wie bei der Expression der mutierten C3PEPC, die Respiration deutlich erhöht. Dass die Mais-PEPC
in Reis trotz hoher Expression in planta offensichtlich kaum aktiv war, wurde darauf zurückgeführt,
dass die PEPC in der weniger aktiven unphosphorylierten Form vorlag (Fukayama et al., 2000;
Matsuoka et al., 2001).
Auch die Expression einer bakteriellen PEPC, die nicht durch Phosphorylierung reguliert wird,
führte nicht zu den gewünschten Erhöhungen von organischen Säuren (speziell von Malat). In
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Kartoffelpflanzen, die eine PEPC aus Corynebacterium glutamicum relativ hoch exprimierten,
traten ähnliche Effekte auf wie in den Karfoffel-Linien mit mutierter C3PEPC. Das Wachstum war
leicht gehemmt, die NADP-ME-Aktivität erhöht und der Gehalt an UV-B-absorbierenden
Substanzen reduziert (Gehlen et al., 1996; Häusler et al., 2001). Die Veränderungen bei
verschiedenen Metaboliten in den CgPEPC-Linien auf war hingegen völlig anders als bei den
SPsStSD-Linien (Häusler et al., 1999; Smets, 2000). In CgPEPC-Linien mit ca. 5-fach erhöhter in
vitro-PEPC-Aktivität waren Hexosen und Aminosäuren unverändert, Stärke und Saccharose
dagegen erhöht (1,75- bzw. 2,5-fach). Malat jedoch war nur leicht um 60 % erhöht. Es fällt schwer,
diese Veränderungen mit hohen PEPC-Aktivitäten in vivo zu erklären. Vor allem die geringen
Erhöhungen im Malatgehalt im Vergleich zu den Linien SPsStSD 72 und 21 lassen eher vermuten,
dass die bakterielle PEPC in planta weit weniger aktiv ist als die hohen in vitro-Aktivitäten
vermuten lassen. Darauf deuteten auch probeweise durchgeführte Begasungen mit 14CO2 hin, bei
denen die CgPEPC-Überexprimierer im Vergleich zum Wildtyp keine messbar erhöhten
Markierungsraten von Malat zeigten (Daten nicht gezeigt). Wie bei Expression der Mais-C4PEPC
und mutierten C3PEPC aus Solanum tuberosum führte auch die Expression der CgPEPC nicht zu
einer Veränderung des apparenten CO2-Kompensationspunktes (Γ) (Panstruga, 1996). Allerdings
konnte in den CgPEPC-Linien eine Verminderung des reellen CO2-Kompensationspunktes (Γ*)
gemessen werden, was darauf hindeutet, dass das CO2/O2-Verhältnis in der Nähe der RubisCO
erhöht sein könnte (Häusler et al., 1999).
Für die Funktion einer PEPC in der C3-Umgebung scheint es wichtig zu sein, dass sowohl eine hohe
Affinität zu PEP als auch eine niedrige Sensibilität gegenüber Inhibitoren (wie Malat) vorliegt.
Die geringe Malatsensitivität der C4-Isoformen, die auch im unphosphorylierten Zustand noch
deutlich geringer ist als bei C3-Isoformen (Tab. 3), scheint für die Funktion im Stoffwechsel von
C3-Pflanzen alleine nicht ausreichend zu sein. Wie bei der bakteriellen PEPC scheint die geringe in
vivo-Aktivität der C4-Isoformen auf der geringen Substrataffinität zu beruhen. Da der Km(PEP)-
Wert der C4-Isoformen auch bei einer Aktivierung durch Phosphorylierung bzw. Mutation des
Serins zu Aspartat im Phosphorylierungsmotiv immer noch wesentlich höher liegt als der Km(PEP)-
Wert der C3-Isoformen (Tab. 2) (Duff et al., 1995), wäre die Aktivität in planta möglicherweise
auch dann noch sehr gering, wenn in C3-Pflanzen eine hohe PEPC-Kinase-Aktivität vorliegen oder
eine mutierte C4PEPC exprimiert würde. Unterstützt wird diese Vermutung dadurch, dass die durch
eine imitierte Phosphorylierung aktivierte C4-Version FtPEPC(S11D) keine höhere Markierungsrate
von Malat bewirkte als die unmutierte FtPEPC (Abb. 41). Möglicherweise ist es für die Funktion
des gesamten Stoffwechsels in C4-Pflanzen wichtig, dass gerade die hoch exprimierte, am C4-
Cyclus beteiligte PEPC einen hohen Km(PEP)-Wert besitzt. Der hohe Km(PEP) könnte verhindern,
dass die C4PEPC PEP aus anderen Stoffwechselwegen (wie der Glycolyse) verbrauchen kann.
Auch eine hohe PEP-Affinität alleine (wie bei der StPEPC-C4) reicht offenbar nicht aus um in der
C3-Umgebung PEPC-Aktivitäten zu erhalten, die sich in einer Erhöhung von Malat niederschlagen.
Da bei der Expression der StPEPC-C4, deren Aktivität von einer Phosphorylierung durch eine
endogene Kinase abhing, wesentlich geringere Effekte auf den Metabolismus auftraten als bei
Expression der StPEPC(S9D)-C4 mit imitierter Phosphorylierung, liegt die Vermutung nahe, dass
die StPEPC-C4 nicht ausreichend phosphoryliert wurde. Da die PEPC-Kinase selbst auch hoch
reguliert ist (siehe 1.4), wäre es denkbar, dass die StPEPC-C4 nur unter bestimmten Bedingungen
phosphoryliert wurde. Es könnte jedoch auch möglich sein, dass die PEPC-Kinase in den
StPEPC-C4-Überexprimierern überhaupt nicht aktiv ist. So wird beispielsweise die in vitro-
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Aktivität der PEPC-Kinase aus der CAM-Pflanze Mesembryanthemum crystallinum durch Malat
inhibiert, wobei der Grad der Hemmung mit abnehmenden pH-Wert zunimmt (Li und Chollet,
1994). Zudem gibt Hinweise es darauf, dass die auch Expression der PEPC-Kinase direkt oder
indirekt durch Malat reguliert wird (Borland et al., 1999; Nimmo, 2000). Ab einem bestimmten
Malatgehalt könnte die PEPC-Kinase die StPEPC-C4 daher nicht mehr phosphorylieren, wodurch
diese dann malatsensitiv und damit ebenfalls inaktiviert würde. Dies würde auch erklären, weshalb
bei den Markierungsexperimenten die Linie mit der höchsten StPEPC-C4-Expression genauso hohe
Malatmarkierungsraten aufwies wie die Linie mit nur ca. halb so hoher StPEPC-C4-Expression
(Abb. 43). In den Linien mit der von Phosphorylierung unabhängigen StPEPC(S9D)-C4 nahm die
Malatmarkierungsrate hingegen mit der Expression der PEPC zu.
Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen deutlich, dass es zur Manipulation des
Kohlenstoffwechsels in C3-Pflanzen offensichtlich nicht ausreicht, eine PEPC-Isoform zu
exprimieren, die lediglich die gewünschte Reaktion katalysiert. Vielmehr müssen für eine volle
Funktionalität im Zielorganismus die katalytischen und regulatorischen Eigenschaften
berücksichtigt werden. Durch Verwendung einer besser an die C3-Umgebung angepassten PEPC
konnten auch mit geringen Expressionsraten deutliche Effekte erzielt werden.
Möglicherweise lassen sich Stoffwechselwege generell nur mit entsprechend modifizierten
Enzymen erfolgreich manipulieren (Kinney, 1998).
5.4 Ausblick
Für die Etablierung eines C4-ähnlichen Cyclus in C3-Pflanzen stehen mit den Linien, die die
modifizierte StPEPC exprimieren nun Kartoffelpflanzen zur Verfügung, die einen relativ hoher
Malatgehalt aufweisen. Offensichtlich fließt in diesen Linien das erzeugte Malat hauptsächlich in
den Citrat-Cyclus und die Aminosäuresynthese ein. Durch zusätzliche Expression von Enzymen,
die eine Decarboxylierung von Malat in den Chloroplasten katalysieren können, könnte es jedoch
möglich sein, einen Teil des erhöhten Angebots an Malat für einen „künstlichen“ C4-Cyclus zu
nutzen. Dass dies prinzipiell möglich ist, zeigten Untersuchungen an transgenen Kartoffel-Linien,
die sowohl die PEPC aus Corynebacterium glutamicum cytosolisch als auch das NADP-ME aus
Flaveria pringlei chloroplastidär exprimieren (Häusler et al., 2001). In den PEPC/ME-
Doppeltransformanten war der reelle CO2-Kompensationspunktes (Γ*), der durch das CO2/O2-
Verhältnis in der Nähe der RubisCO abhängt, von 45 µl l-1 auf ca. 20 µl l-1 reduziert. Allerdings trat
dieser Effekt, möglicherweise bedingt durch eine nicht optimale Aktivität des NADP-MEs, nur bei
bestimmten Lichtverhältnissen auf. Eine Alternative zu dem NADP-ME stellt die PEPCK dar.
Schon die alleinige Expression der PEPCK aus Urochloa panicoides bewirkte in Reis erhebliche
Veränderungen des C3-Stoffwechsels in Richtung „CO2-Pumpmechanismus“ (Suzuki et al., 2000).
Durch Kombination mit der besonders aktiven StPEPC(S9D)-C4 müssten sich diese Tendenzen
deutlich steigern lassen. Eine gemeinsamen Expression von StPEPC(S9D)-C4 und UpPEPCK wäre
somit der nächste logische Schritt, um Hinweise darauf zu erhalten, ob ein C4-ähnlicher Cyclus in
C3-Pflanzen realisierbar sein könnte.
Unabhängig von der Etablierung eines C4-ähnlichen Cyclus könnten weitere physiologische
Analysen der transgenen Linien mit deutlich erhöhter in vivo-PEPC-Aktivität zum Verständnis des
Grundstoffwechsels in C3-Pflanzen beitragen. Dieses Verständnis könnte die Voraussetzung für
gezieltere Manipulationen der Stoffwechselwege schaffen.
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6 Zusammenfassung
Die vorliegende Arbeit steht im Zusammenhang mit dem am Institut für Biologie I verfolgten
biotechnologischen Ansatz, die Effizienz der CO2-Fixierung in C3-Pflanzen durch Etablierung eines
C4-ähnlichen Cyclus zu steigern. Der erste Schritt im C4-Cyclus, die Fixierung von CO2 in C4-
Säuren (überwiegend Malat und Aspartat), wird in C4-Pflanzen durch eine besonders hohe
Phosphoenolpyruvat-Carboxylase(PEPC)-Aktivität verwirklicht. Im Rahmen dieser Arbeit sollten
daher transgene Kartoffelpflanzen mit deutlich erhöhter PEPC-Aktivität regeneriert werden.
Dazu wurden zwei alternative Strategien verfolgt:
In dem ersten Ansatz war beabsichtigt durch Verwendung eines Expressionssystems, das auf einem
viralen RNA-Amplifikationsmechanismus basiert, eine besonders hohe PEPC-Expression zu
erreichen. Mit diesem Expressionssystem konnte jedoch keine Erhöhung der PEPC-Aktivität erzielt
werden. Offensichtlich wurde durch dieses System besonders effektiv „silencing“ induziert. Dies
führte bei Expression des ppc-Gens, das aus Kartoffel selbst stammte, zur Cosuppression der
endogenen PEPC.
Erfolgreicher war der zweite Ansatz, bei dem die benötigte PEPC-Aktivität durch Expression einer
modifizierten und dadurch in planta aktiveren pflanzlichen PEPC erreicht werden sollte. Als
Ansatzpunkt für eine Optimierung diente das für pflanzliche PEPCs typische, N-terminal gelegene
Phosphorylierungsmotiv, das von einer spezifischen Kinase zur Aktivierung der PEPC
phosphoryliert wird. Wie die in vitro-Analyse von verschiedenen in Escherichia coli exprimierten
PEPC-Versionen ergab, konnte sowohl bei der C3PEPC aus Solanum tuberosum als auch bei der
C4PEPC aus Flaveria trinervia durch gerichtete Mutation des zu phosphorylierenden Serins zu
Aspartat die Substrataffinität erhöht und die Sensitivität gegenüber dem Inhibitor Malat vermindert
werden. Die katalytischen Eigenschaften der mutierten C3PEPC konnten noch weiter verbessert
werden indem zusätzlich die basische Aminosäure vor dem Phosphorylierungsmotiv entfernt und
der Bereich von Aminosäureposition 384 bis 420 durch den korrespondierenden Bereich der
C4PEPC aus Flaveria trinervia ersetzt wurde.
Die Gene von zwei C4- und zwei C3PEPC-Versionen wurden jeweils mittels
Agrobakterientransformation stabil in Solanum tuberosum übertragen. Nur durch Expression der
C3PEPC-Variante, die ein mutiertes Phosphorylierungsmotiv und den Bereich der C4PEPC enthielt
und dadurch sowohl eine besonders hohe Substrataffinität als auch eine geringe Malatsensitivität
aufwies, konnte die angestrebte Erhöhung des Malatgehaltes in Kartoffelpflanzen erreicht werden.
Mit den übrigen drei PEPC-Varianten konnten zwar auch deutlich erhöhte Aktivitäten in vitro
gemessen werden, jedoch waren die physiologischen Effekte nur gering. Die geringen
Markierungsraten von Malat bei Begasung mit 14CO2 in den Pflanzen, die Varianten der C4PEPC
exprimierten, deuteten darauf hin, dass die C4PEPCs aufgrund ihrer katalytischen Eigenschaften
unter den in Solanum tuberosum herrschenden Bedingungen kaum aktiv waren. Die Expression der
C3PEPC mit intakter Phosphorylierungsstelle führte zwar zu höheren Markierungsraten von Malat,
hatte allerdings langfristig kaum Einfluss auf den Gehalt an Malat. Die dauerhafte Aktivierung der
C3PEPC durch Mutation der Phosphorylierungsstelle hatte offenbar eine massive Umverteilung der
Kohlenstoffgerüste von Kohlenhydraten zu organischen Säuren zur Folge.
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Damit stehen erstmals Kartoffel-Linien mit deutlich erhöhten Gehalten an C4-Säuren zur
Verfügung. Diese können als Ausgangsbasis für die Expression weiterer am C4-Cyclus beteiligten
Enzyme dienen. Bei einer gezielten Weiterverwertung der C4-Säuren in einem geschlossenen
Cyclus könnten möglicherweise die negativen Auswirkungen auf das Pflanzenwachstum, die bei
der alleinigen Expression der besonders aktiven PEPC-Variante auftraten, vermieden werden.
Für die Pflanzentransformation mittels Agrobakterientransformation wurde eigens eine Reihe neuer
binärer Minimalvektoren konstruiert, die aufgrund ihrer geringen Größe und der Lage von
nutzbaren Restriktionsschnittstellen eine deutlich verbesserte Handhabung aufweisen. Die Vektoren
wurden zudem so gestaltet, dass relativ leicht mehrere Gene integriert werden können. Dadurch
sollte sich der Aufwand für die Übertragung weiterer Gene, die für die Etablierung des C4-Cyclus
benötigt werden, deutlich reduzieren lassen.
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7 Anhang
7.1 Abkürzungsverzeichnis
3-PGA 3-Phosphoglycerat
α-KG α-Ketoglutarat
A. dest. deionisiertes Wasser
ADP Adenosindiphosphat
AGPase ADP-Glucose-Pyrophosphorylase
AMP Adenosinmonophosphat
Amp/Ampr Ampicillin/Ampicillinresistenz
APS Ammoniumpersulfat
AS Aminosäure
Asn Asparagin
Asp Aspartat
Asx Asparagin und Aspartat
ATP Adenosintriphosphat
BCIP 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphat
bla β-Lactamase-Gen
bp, bps Basenpaare
BSA Rinderserumalbumin
BSZ Bündelscheidenzellen
C. glutamicum Corynebacterium glutamicum
CAM „Crassulacaen Acid Metabolism“
CaMV Cauliflower Mosaic Virus
Cb/Cbr Carbenicillin/Carbenicillinresistenz
cDNA copy-DNA
CoA Coenzym A
CTP Cytidintriphosphat
Da Dalton
dATP Desoxy-Adenosintriphosphat
dCTP Desoxy-Cytidintriphosphat
dGTP Desoxy-Guanosintriphosphat
DHAP Dihydroxyacetonphosphat
DMSO Dimethylsulfoxid
DNA Desoxyribonukleinsäure
dNTP Desoxy-Nukleotidtriphosphat
DTT Dithiothreitol
dTTP Desoxy-Thymidintriphosphat
dUTP Desoxy-Uridinphosphat
E. coli Escherichia coli
EDTA Ethylendiamintetraessigsäure
FBPase Fructose-1,6-Bisphosphatase
GAPDH Glycerinaldehydphosphatdehydrogenase
G. max Glycine max
Glu-6-P Glucose-6-Phosphat
Glu Glutamat
GUS β-Glucuronidase-Gen
Gln Glutamin
Glx Glutamat und Glutamin
Hepes 4-(2-hydroxymethyl)-1-piperazin-ethansulfonsäure
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IgG Immunglobulin G
IPTG Isopropyl-β-D-Thiogalaktosid
kb Kilobasenpaare
Km Michaelis-Menten-Konstante
Km/Kmr Kanamycin/Kanamycinresistenz
LB-Medium Luria-Bertani Medium
ME Malatenzym
MBN Mung Bean Nuclease
MDH Malatdehydrogenase
MOPS 3-(N-Morpholinno)-propansulfonsäure
MZ Mesophyllzellen
N. tabacum Nicotiana tabacum
NAD+/NADH Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid (oxidierte/reduzierte Form)
NADP+/NADPH Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat 
NBT Nitroblautetrazolium
OAA Oxalacetat
OD optische Dichte
p. A. zur Analyse
PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese
PCR „Polymerase Chain Reaction“
PEP Phosphoenolpyruvat
PEPase Phosphoenolpyruvatphosphatase
PEPC Phosphoenolpyruvat-Carboxylase
PEPC-PK Phosphoenolpyruvat-Carboxylase-Protein-Kinase
PEPS Phosphoenolpyruvat Synthetase
PFD Photonenflussdichte
PFK Phosphofructokinase
Pi anorganisches Phosphat
PK Pyruvatkinase
PPDK Pyruvat,Orthophosphat-Dikinase
PPi Pyrro-Phosphat
ppm parts per million
Pyr Pyruvat
RNA Ribonukleinsäure
RNase Ribonuklease
rpm Umdrehungen pro Minute
RT Raumtemperatur
RubisCO Ribulose-1,5-Bisphosphat-Carboxylase/Oxygenase
RuBP Ribulose-1,5-Bisphosphat
Ser Serin
S. tuberosum Solanum tuberosum (Kartoffel)
SDS Natrium-Dodecylsulfat
T. aestivum Triticum aestivum
TEMED N, N, N´, N´-Tetramethylethylendiamin
TMV Tabak-Mosaik-Virus
TP Triosephosphaten
Tris Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
üN über Nacht
UT untranslatierte Region
V. faba Vicia faba
Vol Volumenteile
Z. mays Zea mays
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